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  Resumen 
XXXVII 
La OA es una de las enfermedades más prevalentes e incapacitantes del mundo 
desarrollado. En una articulación con OA todos los tejidos articulares se ven afectados, 
pero la degeneración del cartílago articular es el punto clave en el desarrollo de la 
patología. El cartílago articular es un tejido conectivo especializado compuesto por una 
pequeña proporción de células, los condrocitos, que son responsables de la síntesis y el 
mantenimiento de la MEC. Entre los factores que contribuyen a la progresión de la OA 
se encuentra un proceso inflamatorio persistente que resulta en niveles anormalmente 
elevados de citoquinas tales como la IL-1β y la IL-6, de prostaglandinas, 
fundamentalmente la PGE2, y de metaloproteasas de matriz tales como la colagenasa 3 
(MMP13) o la estromelisina (MMP3). También se produce un incremento de especies 
reactivas de nitrógeno y de oxígeno, que someten a las células a un aumento de estrés 
oxidativo y desencadenan la muerte celular de los condrocitos. Globalmente, todos estos 
mediadores actúan destruyendo la MEC de manera irreversible. 
Actualmente no existe ningún tratamiento que cure o cuando menos detenga la 
progresión de la OA y los tratamientos existentes (combinación de terapia física y 
terapia farmacológica analgésica e anti-inflamatoria) tienen efectos secundarios 
indeseados.  
Un tratamiento en exploración es la balneoterapia con aguas minero medicinales 
sulfuradas, pero se desconoce el mecanismo de acción por el cual alivian la 
sintomatología de patologías como la OA. El H2S, que es el componente principal de 
estas aguas, ha sido identificado recientemente como un gas endógeno (se produce en el 
organismo a través de la enzimas CBS, CTH y MPST) y como un mediador de la 
inflamación. La relación entre el cartílago y el H2S es el aspecto clave en el que se ha 
centrado esta Tesis. Se ha comprobado la presencia de las enzimas de producción de 
H2S en los tejidos de la articulación (membrana sinovial, hueso subcondral y cartílago) 
y al cuantificar su biosíntesis se ha encontrado que en el cartílago OA se produce menos 
H2S que en cartílago sano. Esto es consecuencia, cuando menos, de una menor 
expresión de MPST en este tejido. 
Además, se han utilizado diferentes dosis de dos compuestos, el NaSH, que produce 
H2S de manera instantánea, y el GYY4137, que lo hace gradualmente, para administrar 
H2S de manera exógena a condrocitos y cartílago OA. Se ha comprobado que ambos, 
pero sobretodo el GYY4137, son capaces de revertir el proceso inflamatorio y reducir el 
estrés oxidativo en las células, así como prevenir el desequilibrio anabólico-catabólico 
en la MEC.  
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Colectivamente nuestros resultados sugieren que la administración exógena de H2S 
resulta beneficiosa en la OA porque la articulación OA presenta unos niveles inferiores a 
la articulación sana. Esto proporciona evidencias científicas que apoyan el hecho 
empírico de que las aguas mineromedicinales sulfuradas mejoren la sintomatología de 
los pacientes con OA. 
  Summary 
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Osteoarthritis is one of the most prevalent and incapacitating diseases of the developed 
world. All the tissues of the affected joint are involved, but cartilage degradation is the 
key event in the progression of the disease. Articular cartilage is an specialized 
connective tissue with a small proportion of cells, chondrocytes, that are responsible for 
the synthesis and maintenance of the extracellular matrix. Prominent among the 
intervening factors that contribute to OA is a persistent inflammatory process that 
results in abnormally high concentrations of pro-inflammatory cytokines such as IL-1β, 
IL-6, of prostaglandins, mainly PGE2, and metalloproteinases such as collagenase 3 
(MMP13) and stromelysin (MMP3). There is also an increase in reactive nitrogen and 
oxygen species that subject cells to increased oxidative stress resulting in increased 
chondrocyte apoptosis. Collectively, all these mediators act to destroy the extracellular 
matrix irreversibly. 
As of now there is no cure for OA and current treatments (combined physical and pain 
and anti-inflammatory therapy) have undesirable side effects. 
Balneotherapy, and in particular the use of sulfurous thermal waters, is currently being 
explored as a treatment for OA. However, the mechanisms that could explain why these 
treatments reduce OA symptoms are not known. Hydrogen sulfide, the active 
component of these waters, has been recently identified as an endogenous gas (it is 
produced in the body by the enzymes CBS, CTH and MPST) and as mediator in 
inflammation.  
The relationship between H2S and cartilage has been the central topic of this 
Dissertation. The presence of the three H2S synthesizing enzymes has been 
demonstrated in synovium, subchondral bone and cartilage, and the quantification of 
H2S biosynthesis in cartilage has shown its levels to be reduced in OA with respect to 
normal tissue. This is the result of, at least, the reduced expression of MPST in this 
tissue. 
In addition, different doses of two compounds, NaSH, that produces H2S 
instantaneously and GYY4137, with slow H2S production, were used to exogenously 
supply H2S to OA chondrocytes and cartilage. It was shown that both compounds, but 
especially GYY4137, were able to reduce the inflammatory response and to reduce the 
oxidative stress affecting the cells, as well as to prevent the anabolic-catabolic 
disequilibrium in the cartilage matrix. 
Overall, our results suggest that exogenous administration of H2S has a beneficial effect 
in OA because the OA joint suffers from lower than normal H2S levels. This provides 
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scientific evidence supporting the empirical fact that sulfurous thermal waters provide 
relief for patients with OA.  
  Resumo 
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A artrose é unha das enfermidades máis prevalentes e incapacitantes do mundo 
desenvolvido. Na articulación con OA todos os tecidos están afectados mais a 
dexeneración da cartilaxe articular é o punto clave no desenrolo da patoloxía. A 
cartilaxe articular é un tecido conectivo especializado composto por unha pequena 
proporción de células, os condrocitos, que son os responsables da síntese e mantemento 
da MEC. Entre os factores que contribúen á progresión da OA atópase un proceso 
inflamatorio persistente que resulta en niveis anormalmente elevados de citoquinas tales 
coma a IL-1β, a IL-6, de prostaglandinas, fundamentalmente a PGE2, e de 
metaloproteasas de matriz tales coma a colaxenasa 3 (MMP13) e a estromelisina 
(MMP3). Tamén se produce un incremento das especies reactivas de nitróxeno e 
osíxeno, que someten ás células a un aumento de estrés oxidativo, e desencadean a 
morte celular dos condrocitos. Globalmente, todos estes mediadores actúan destruíndo a 
MEC de maneira irreversible. 
 A data de hoxe non existe ningún tratamento que cure ou polo menos deteña a 
progresión da OA e os tratamento existentes (combinacións de terapia física e terapia 
farmacolóxica analxésica e anti-inflamatoria) teñen efectos secundarios indesexados. 
Un tratamento en exploración é a balneoterapia con augas mineromedicinais sulfuradas, 
pero descoñécese o mecanismo de acción polo cal melloran a sintomatoloxía de 
patoloxías coma a OA. O H2S, que é o compoñente principal destas augas, identificouse 
recentemente coma un gas endóxeno (prodúcese no organismo a través das enzimas 
CBS, CTH e MPST) e coma un mediador da inflamación. A relación entre a cartilaxe e 
o H2S é o aspecto clave no que se centrou esta Tese. Comprobouse a presenza das tres 
enzimas de produción de H2S nos tecidos da articulación (membrana sinovial, oso 
subcondral e cartilaxe) e ao cuantificar a súa biosíntese atopouse que na cartilaxe OA se 
produce menos H2S que no tecido normal. Isto é a consecuencia cando menos dunha 
menor expresión de MPST neste tecido. 
Ademais, utilizáronse diferentes doses de dous compostos, o NaSH, que produce H2S de 
maneira instantánea, e o GYY4137, que o fai gradualmente, para administrar H2S de 
maneira esóxena aos condrocitos e a cartilaxe artrósicos. Comprobouse que ambos, 
mais sobre todo o GYY4137, foron capaces de reverter o proceso inflamatorio e reducir 
o estrés oxidativo nas células, así coma previr o desequilibrio anabólico-catabólico na 
MEC. 
Colectivamente, os nosos resultados suxiren que a administración esóxena de H2S 
resulta beneficiosa na OA porque a articulación OA presenta uns niveis inferiores á 
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articulación sa. Isto achega evidencias científicas que apoian o feito empírico de que as 
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1. ARTROSIS 
1.1. Epidemiología y coste socio-económico de la artrosis 
La artrosis (osteoarthritis, OA) además de ser una de las enfermedades reumáticas más 
dolorosas es, asimismo, la artropatía más frecuente en la población. Esto es así hasta el 
punto de que más del 70% de la personas mayores de 50 años tiene signos radiológicos 
de OA en alguna articulación.  
Las estimaciones mundiales son que el 9,6% de los hombres y el 18% de las mujeres 
mayores de 60 años padecen OA sintomática. De hecho, estudios radiológicos 
realizados en pacientes mayores de 45 años de las poblaciones europeas y 
estadounidenses revelan que el 14,1% de los hombres y el 22% de las mujeres padecen 
OA de rodilla, aunque en general, la OA es más prevalente en Europa y en Estados 
Unidos que en el resto del mundo (1). 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS), además, se encuentra entre las 
cuatro primeras enfermedades que reducen los años de vida, ajustados por calidad. En 
España, la OA de rodilla y cadera tienen una elevada prevalencia, del 10,2% y 4% 
respectivamente. La Sociedad Española de Reumatología (SER) calcula que el 
tratamiento de estas patologías supone en España un coste anual superior a 4.738 
millones de euros, equivalente al 0,5% del producto interior bruto (PIB) (2,3). 
El Colegio Americano de Reumatología (American Collegue of Rheumatology, ACR) 
define la OA como un grupo heterogéneo de condiciones que conducen a síntomas y 
signos articulares, los cuales se asocian con defectos en la integridad del cartílago 
articular, alteraciones relacionadas con el hueso subcondral y con cambios en los 
márgenes articulares (1). 
Aunque la OA es una enfermedad en la que participa la articulación afectada al 
completo, el aspecto más característico es la destrucción progresiva del cartílago 
articular. Esta destrucción se atribuye a menudo al desgaste natural, sin embargo, la 
relación que existe entre envejecimiento y OA supone que el primero aumente la 
susceptibilidad al desarrollo de la OA, aunque por sí mismo no la causa. De hecho, son 
muchos los factores implicado en la OA, razones por las que se la considera una 
patología de origen multifactorial. 
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1.2. Aspectos básicos: La articulación diartrodial 
Las articulaciones se clasifican en distintos tipos de acuerdo con la naturaleza del 
material que separa los huesos. Concretamente la articulación diartrodial es una 
articulación sinovial, caracterizada por tener una gran movilidad (Fig. 1). 
 
Fig. 1: Ejemplo de una articulación diartrodial: Anatomía de la rodilla.  
Figura tomada de http://nyp.org/espanol/library/orthopaedics/kneepain.html. 
Estas articulaciones poseen una cavidad articular y las superficies óseas de contacto, 
denominadas superficies articulares, están recubiertas de cartílago hialino con formas 
comparables a superficies geométricas, casi siempre concordantes, que encajan 
recíprocamente. 
Las articulaciones sinoviales constan de elementos de protección, de amortiguación, de 
adaptación y de estabilización. 
Entre los elementos de protección encontramos la cápsula articular, que cierra la 
cavidad articular extendiéndose hasta las zonas óseas de la articulación. Esta cápsula 
está formada por un manguito fibroso en la zona externa, que le aporta resistencia, y por 
la membrana sinovial en contacto con la cavidad articular en la zona interna, 
responsable de la producción del líquido sinovial. Esta membrana sinovial es, además, 
uno de los tejidos que interviene en los procesos inflamatorios ya que sus células, los 
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sinoviocitos, son capaces de comportarse como células presentadoras de antígeno y de 
producir citoquinas (interleuquina 1 (IL-1), factor de necrosis tumoral (tumor necrosis 
factor, TNF)…etc) (4). 
Los elementos de amortiguación fundamentales son el cartílago, del que hablaremos 
más adelante, y el líquido sinovial que, además de poseer la característica de los 
líquidos y no ser comprimible, lubrifica la articulación y nutre al cartílago articular 
como funciones principales. 
En cuanto a los elementos de adaptación nos referimos a aquellos elementos 
fibrocartilaginosos que permiten que las articulaciones sean totalmente congruentes, 
concretamente los rodetes articulares, como el existente en la articulación 
escapulohumeral, en el hombro o los discos articulares, como los meniscos de la rodilla. 
Y por último, los elementos de estabilidad articular son aquellos tendones, ligamentos y 
recubrimientos fibrosos que aportan un medio de unión a las articulaciones y que 
pueden ser tanto intracapsulares (como los ligamentos cruzados de la rodilla) o extra 
capsulares (ligamentos de refuerzo, la membrana fibrosa de la cápsula o los tendones de 
la musculatura adyacente). 
1.3. El cartílago articular 
El cartílago articular es un tejido conectivo especializado, compuesto por matriz 
extracelular (MEC) y por un reducido número de células, los condrocitos. Estas células 
son las responsables de la síntesis y mantenimiento de la matriz y representan menos del 
1-2% del volumen total del cartílago.  
La MEC está compuesta por un 70-80% de agua distribuida de forma desigual. Su 
concentración es más elevada en la superficie y va disminuyendo gradualmente a 
medida que aumenta la profundidad (4). El 20-30% restante son proteínas, y entre ellas 
encontramos aquellas que le aportan al cartílago sus características biomecánicas y 
morfológicas, convirtiéndolo en un tejido excepcional y difícil de reproducir. Estas 
proteínas se pueden clasificar en tres grandes grupos: el colágeno (COL) (50%), los 
proteoglicanos (30-35%) y otras proteínas de la matriz (15-20%) (4). 
 Matriz extracelular: Colágeno 1.3.1
El principal colágeno presente en el cartílago articular es el colágeno de tipo II, 
constituyendo un 90% de la totalidad de colágeno de la MEC. El 10% restante son 
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pequeñas cantidades de colágenos “menores”, de los tipos III, V, VI, IX, X, XI, XII y 
XIV. De estos colágenos, el colágeno tipo XI corresponde a un 10% en el feto y un 3% 
en el cartílago articular adulto. Igual ocurre con el colágeno de tipo IX, del que hay un 
10% en el cartílago inmaduro y del 1-5% en el adulto (5). A pesar de esto, los colágenos 
tipo IX y XI son relativamente específicos del cartílago, mientras que el resto se 
distribuye por otros tejidos conectivos. 
El colágeno II es característico del cartílago articular adulto, aunque también está 
presente en otras estructuras como el humor vítreo del globo ocular. Es un colágeno 
consistente en una triple hélice compuesta por tres cadenas alfa idénticas, que se 
sintetiza como pro-colágeno en el interior de las células en dos formas, tipo IIA, 
presente en células condroprogenitoras y tipo IIB, expresado en condrocitos maduros 
(6). El diámetro de cada fibrilla es variable en las diferentes zonas de cartílago articular, 
presentando un menor diámetro en las zonas superficial y media con relación a la zona 
más profunda. 
La síntesis del colágeno comienza en el interior de las células cuando, a través del gen 
COL2A1, se sintetiza pro-colágeno tipo II (IIA y IIB) en el citosol de las mismas. Éste 
es liberado al exterior de las células donde se transforma en moléculas de 
tropocolágeno, las cuales se disponen en fibrillas y éstas, a su vez, forman fibras con 
otros colágenos (IX y XI) que son estabilizadas por uniones cruzadas interfibrilares. 
Estas uniones cruzadas interfibrilares confieren una mayor estabilidad estructural y 
posiblemente, una menor susceptibilidad a la calcificación y, aún más, posibilitan una 
mayor eficacia de la interacción del colágeno con los proteoglicanos de la matriz lo que 
ayuda a mantener el elevado contenido de agua del cartílago (5). 
En la MEC, las fibrillas de colágeno forman un entramado tridimensional a modo de 
mallas, orientado para descargar las fuerzas de tracción y proporcionar así resistencia a 
la tensión. Se ha sugerido que el colágeno tipo IX, que contiene una cadena de 
condroitín sulfato, actúa como intermediario entre las fibras de colágeno tipo II y los 
proteoglicanos, contribuyendo de esta manera a aumentar esa estabilidad estructural de 
la MEC (7).  
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 Matriz extracelular: Proteoglicanos 1.3.2
Los proteoglicanos son macromoléculas sintetizadas por los condrocitos, constituidas 
por una proteína central a la que se unen, de forma covalente, un tipo especial de 
glúcidos del tipo polisacáridos, denominados glucosaminoglicanos (GAGs). Entre estos 
encontramos ácido hialurónico, condroitín sulfato (CH-S), dermatán sulfato, heparán 
sulfato y queratán sulfato (KS). Los más representados en el cartílago son el condroitin-
4-sulfato, el condroitín-6-sulfato, el dermatán sulfato y el KS.  
El ácido hialurónico, único GAG que no está sulfatado, tiene la función de enlazar entre 
sí los diversos proteoglicanos formando voluminosos agregados de éstos que van a 
ocupar los espacios entre las redes de fibrillas de colágeno.  
Existe una enorme variedad de proteoglicanos, dependiendo del tipo y longitud de la 
proteína central, así como de la cantidad y longitud de los GAGs asociados a ella.  
Estos proteoglicanos tienen una estructura interna que consta de cinco dominios: dos de 
tipo fibroso y tres globulares denominados G1, que actúa en la adhesión celular, G2 y 
G3 que participan en el reconocimiento celular así como en la adhesión y estabilización 
de la MEC. 
Entre la diversidad de proteoglicanos que suponen las distintas cadenas de GAGs y las 
variedades en la proteína central encontramos uno que es característico y muy 
predominante en el cartílago articular: el agrecano. 
El agrecano (agg) (Fig. 2) está codificado por el gen ACAN en humanos. Esta proteína 
es una parte muy importante de la matriz del cartílago ya que ayuda a resistir la 
compresión del mismo en la carga. Es un proteoglicano con grandes hidratos de 
carbono, un total de 2.316 aminoácidos de longitud y se puede expresar en múltiples 
isoformas. Los GAGs que lo forman son el CH-S y el KS que se unen a un núcleo 
proteico extendido. Sus tres dominios globulares G1, G2 y G3 están implicados en la 
agregación a través del ácido hialurónico, la adhesión celular y la apoptosis de 
condrocitos. 
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Fig. 2: Estructura del agrecano. 
Imagen tomada de http://www.ehu.eus/biomoleculas/hc/sugar35a.htm. 
Actualmente, la síntesis y degradación del agrecano, al igual que la del colágeno II, son 
objeto de estudio por su participación en el deterioro del cartílago durante la OA. 
Ambos son dos de los marcadores más importantes debido a las diferencias existentes 
entre el cartílago normal y el OA, en el que se encuentran muy disminuidos. 
 Matriz extracelular: Otras proteínas 1.3.3
El cartílago articular, además de colágeno y proteoglicanos, posee pequeñas cantidades 
otras proteínas en la MEC que interaccionan entre sí. Las más conocidas son la ancorina 
y ancorina II, la condronectina, la fibronectina y la cartilage oligomeric matrix protein 
(COMP) (4). 
La ancorina es una proteína situada en la superficie de los condrocitos y participa en las 
interacciones entre las células y la matriz, actuando como mecanorreceptores y 
transmitiendo determinadas fuerzas desde las fibras de colágeno hasta los condrocitos. 
Se cree que la fibronectina puede contribuir al mantenimiento de la estructura del 
cartílago a través de su interacción con componentes como el colágeno tipo II. La 
COMP es una proteína muy abundante en el cartílago de crecimiento y que, 
probablemente participa en mecanismos de reparación tisular y en la regulación del 
crecimiento celular. 
 Componente celular: Los condrocitos 1.3.4
Los condrocitos son la única población celular del cartílago articular y, al mismo 
tiempo, solo representan un 2% de la totalidad del cartílago (8). A pesar de ello, estas 
células tan minoritarias son las responsables de que la MEC del cartílago articular se 
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mantenga en condiciones fisiológicas regulando los procesos anabólicos y catabólicos 
que ocurren en ella.  
Los condrocitos varían en tamaño, posición, forma y número en las diferentes capas del 
cartílago articular, y su actividad está condicionada por factores genéticos y 
ambientales, por fuerzas electrocinéticas y mecánicas, y por la presión de los fluidos (9). 
Dentro de la MEC cada condrocito ocupa un espacio denominado laguna, formando el 
condrón, que es el condrocito contenido en la laguna y rodeado de MEC. A pesar de que 
estas células están embebidas y aisladas dentro de sus lagunas y de la MEC, 
recientemente se ha descubierto que los condrocitos tienen la capacidad de comunicarse 
a través de proyecciones intercelulares y uniones gap (10).  
La reducción del número de células con el envejecimiento del cartílago y la producción 
alterada de la MEC por estas células contribuyen a la patogénesis de la destrucción del 
cartílago y a la aparición de la OA. De hecho, la densidad celular de un cartílago 
envejecido es de aproximadamente la mitad que la de uno joven, y esta baja celularidad 
del cartílago que se da con la edad no está limitada a zonas de carga, sino que también 
sucede en cartílago que no está sometido a carga, como el cartílago hialino aritenoides. 
 Estructura del cartílago articular 1.3.5
La composición y organización del cartílago, así como su actividad metabólica varía en 
función de la profundidad del mismo, distinguiéndose cuatro zonas concretas y 
diferenciadas (Fig. 3 y Fig. 4): 
- Zona superficial o zona I: Es la zona de “rozamiento” de la articulación, y 
supone hasta el 10-20% del espesor total del cartílago. Se caracteriza por tener 
una población de condrocitos pequeños, aplanados y colocados de forma 
paralela a la superficie articular. Lo mismo ocurre con las fibras de colágeno de 
esta zona, que, según la mayoría de los autores, transcurren paralelas a la 
superficie (11), si bien en algunos estudios se propone una morfología más 
compleja con orientaciones oblicuas de las mismas (12). En su parte más 
superficial esta zona tangencial posee una pequeña capa desprovista de células 
denominada lámina splendens, que protege al cartílago de la abrasión a la vez 
que transmite las fuerzas de compresión desde la superficie a los márgenes del 
cartílago. Esta zona superficial es muy importante en el proceso de la OA, ya que 
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cuando se degrada da comienzo una fase exponencial del empeoramiento de la 
enfermedad (12). 
- Zona media de transición o zona II: Es la continuación de la anterior y contiene 
un mayor porcentaje de proteoglicanos distribuidos de forma homogénea. Los 
condrocitos son más grandes, esféricos y están distribuidos de forma aleatoria. 
Las fibras de colágeno cambian su dirección y se vuelven oblicuas al entrar en 
esta zona. 
- Zona profunda, radial o zona III: Los condrocitos son más elípticos y forman 
columnas de 2-6 células orientándose perpendiculares con respecto a la 
superficie articular. Las fibras de colágeno que eran oblicuas en la zona de 
transición siguen cambiando su dirección para orientarse de forma paralela a las 
columnas de células y así, igualmente perpendiculares a la superficie articular. 
- Zona de cartílago calcificado o zona IV: Los condrocitos son más escasos, están 
más esparcidos e hipertróficos, aunque en su mayoría son viables. La matriz está 
calcificada con sales de calcio y la cantidad de proteoglicanos es mucho más 
reducida. 
Entre la zona profunda y la calcificada se encuentra lo que se denomina “frente 
de calcificación” o tidemark, que se perfila como una línea cuando se tiñe con 



















Fig. 3: Estructura del cartílago articular  
De la página web: http://es.slideshare.net/leconca/6-biomecanica-de-cartilago. 
 












Fig. 4: Corte histológico de cartílago y hueso en un platillo tibial. 
Tinción con hematoxilina – eosina (H-E) (4X). 
 Propiedades biomecánicas del cartílago articular 1.3.6
El cartílago articular es un tejido avascular y aneural que está constituido por una 
población celular escasa rodeada por MEC, cuyos componentes mayoritarios son el 
agua, colágeno y proteoglicanos. La interacción entre el agua y los proteoglicanos 
proporciona al cartílago su característica viscoelasticidad y su resistencia a las fuerzas 
de compresión, actuando como un amortiguador hidrodinámico, mientras que el 
colágeno amortigua las fuerzas de tensión ayudando a aumentar su resistencia. 
En general, las articulaciones sufren multitud de fuerzas, presiones, tracciones y 
torsiones, que aumentan hasta 10 veces en movimientos tales como correr y saltar. En 
condiciones normales, el cartílago debe soportar dichas fuerzas, ayudado por las partes 
blandas periarticulares, donde también se distribuyen las fuerzas y por la contracción 
muscular, y transmitirlas y distribuirlas al hueso subyacente. Esto hace que el cartílago 
posea unas propiedades físicas únicas como tejido conjuntivo que dependen, en última 
instancia, de la organización y mantenimiento de los componentes de la MEC y, por 
tanto, del buen funcionamiento de los condrocitos. 
El cartílago sano es un tejido sometido a una constante presión. Las fuerzas de 
compresión sobre él producen un efecto de arrastre en el cual el agua se desplaza de la 
MEC a la cavidad articular, y la morfología de las fibras de colágeno permite que éste 
se comprima. Cuando la presión desaparece, el agua retorna a la matriz y se produce 
una recuperación del cartílago (4). Este proceso, además de ser fisiológico, es necesario 
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para el mantenimiento del cartílago, ya que este movimiento de líquido es lo que hace 
que los condrocitos se nutran de forma eficiente. Sin embargo, cuando existe un exceso 
de presiones aplicadas a una articulación o por el contrario, cuando hay una 
inmovilización completa, el metabolismo de los condrocitos se reduce y se produce un 
desequilibrio entre la destrucción y el mantenimiento de la matriz, dándose unas tasas 
elevadas de la primera que pueden suponer el inicio de la OA. 
1.4. Otros tejidos de la articulación: Tejido óseo 
Al igual que el cartílago, el hueso está formado por células y una MEC 
predominantemente colágena, aunque en este caso, el colágeno principal es de tipo I. 
Sin embargo, en el hueso encontramos vascularización, inervación y diferentes tipos 
celulares (osteoblastos, osteocitos y osteoclastos), además, según la orientación y 
formación de la MEC encontramos dos estructuras óseas morfológicamente diferentes, 
el hueso esponjoso y el hueso compacto. 
Concretamente, adyacente a la estructura del cartílago hialino en las articulaciones 
sinoviales existe una pequeña capa de hueso compacto, la placa subcondral, que reposa 
sobre la red trabecular de hueso esponjoso de la epífisis. En ambos tipos de hueso, igual 
que ocurre con el tejido cartilaginoso, son las propias células de hueso, los osteoblastos, 
osteocitos y osteoclastos, los encargados del mantenimiento de la MEC. En este caso, 
concretamente los osteoclastos, son las células responsables de la reabsorción ósea 
mientras que los osteoblastos sintetizan matriz, quedando imbuidos en ella y 
convirtiéndose en osteocitos (13). 
Aunque en principio el tejido óseo no es un tejido en contacto con la articulación, los 
estudios de las últimas décadas realizados sobre la patogénesis de la OA incluyen al 
hueso como un tejido muy involucrado en el proceso. En él se producen muchas 
alteraciones, como consecuencia o inclusive causa de esta enfermedad, tales como la 
esclerosis ósea, la formación de osteofitos o de quistes óseos (14). 
Obviamente, la degradación del cartílago articular es el mecanismo principal de 
progresión de la OA. Sin embargo, tanto estudios in vitro como en animales demuestran 
que la inhibición de la actividad osteoclástica en el hueso reduce de forma significativa 
la escala histopatológica de la OA (Manking score), y que los cambios en el hueso 
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subcondral, tales como su esclerosis, suceden en paralelo con el desarrollo de la OA 
(15,16). 
De hecho, yendo más allá, en los últimos años se ha comprobado que los tratamientos 
frente a la degradación ósea, como la calcitonina, o los estrógenos, también tienen un 
efecto positivo inhibiendo la degradación del cartílago (17). 
Todos estos estudios aportan evidencias de que en la etiopatogenia de la OA el cartílago 
articular no es el único tejido involucrado, aportando pruebas de que existe una fuerte 
relación entre el hueso y la OA. 
1.5. Otros tejidos: Membrana sinovial 
La membrana sinovial es una membrana clara y transparente que forma la capa interna 
de la cápsula articular, adhiriéndose a la capa externa, la membrana fibrosa. Se 
encuentra normalmente, además, revistiendo a los ligamentos intraarticulares, de tal 
forma que estos quedan excluidos de cavidad articular. 
Como su propio nombre indica, la membrana sinovial es la responsable de la síntesis del 
líquido sinovial que baña la articulación, que, como mencionamos previamente, 
lubrifica la articulación y nutre al cartílago articular como funciones principales. 
A diferencia del cartílago articular, la membrana sinovial posee abundantes vasos 
sanguíneos y una abundante inervación, y su superficie está constituida por células 
sinoviales o sinoviocitos entre fibras de colágeno.  
En una articulación normal, la membrana sinovial es muy delgada, de un tono 
blanquecino rosáceo y secreta de forma equilibrada el líquido sinovial, manteniendo así 
un sistema de fluidos intraarticular que previene frente a las fuerzas de compresión y 
que nutre al cartílago. 
En el proceso OA, de forma habitual, se encuentra una membrana sinovial inflamada, 
hipervascularizada, engrosada y algunas veces enrojecida. Como también 
mencionábamos anteriormente, los sinoviocitos son capaces de comportarse como 
células presentadoras de antígeno y de producir citoquinas (IL-1, TNF…etc.) (4). Sin 
embargo, la membrana sinovial también sintetiza citoquinas anti-inflamatorias (IL-4, 
IL-10, IL-13), que disminuyen los niveles de prostaglandina E2 (PGE2) y la liberación 
de IL-1, TNF y las metaloproteasas de matriz (Matrix metalloproteinases, MMPs).  
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1.6. Proceso degenerativo articular 
 Etiopatogenia de la artrosis 1.6.1
La degeneración del cartílago articular es el episodio clave en el desarrollo de la OA y 
tiene una etiología multifactorial. Entre los factores involucrados en su destrucción 
destacan los factores mecánicos y los mediadores biológicos, dos causas ligadas la una a 
la otra y que no se pueden tratar de manera independiente. Por un lado, las 
articulaciones en las que más se padece OA, la cadera y la rodilla, soportan el peso del 
cuerpo y están sometidas a cargas mecánicas repetidas y localizadas. En una situación 
normal, la anatomía y fisiología de la articulación son capaces de disipar estas cargas 
sin que se produzcan alteraciones. Sin embargo, cuando éstas son muy repetitivas o de 
alta intensidad, producen daños microscópicos en la matriz del cartílago articular, daños 
que los condrocitos son capaces de reparar, pero que, si el proceso continúa, terminan 
de forma irreversible en la degradación del tejido (Fig. 5).  
 
Fig. 5: Anatomía macroscópica y microscópica del cartílago sano y OA. 
Las imágenes histológicas están teñidas con H-E y tomadas a 4 aumentos. 
También, las lesiones focales, debidas normalmente a daños traumáticos, pueden 
progresar en OA si no reparan bien y, normalmente, debido a su tamaño, no lo hacen. 
Otra opción, es que, bajo factores mecánicos normales, ya exista una alteración química 
de la articulación, lo cual contribuye a una pérdida de líquido sinovial. Por otro lado, la 
síntesis de una gran variedad de mediadores biológicos de la inflamación por parte de 
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los condrocitos y los sinoviocitos aumenta los procesos catabólicos y se suma de forma 
sinérgica a los procesos mecánicos, agravando el desgaste articular (8).  
Debido a estos efectos (mecánicos y biológicos), se ha demostrado que el cartílago OA 
es hipocelular (debido a un aumento de muerte celular por apoptosis), está sometido a 
un aumento de estrés oxidativo y presenta una elevación de marcadores inflamatorios y 
catabólicos. Esto, a la postre, conduce a un desequilibrio entre los mecanismos de 
reparación y destrucción del tejido, dando lugar a su destrucción progresiva. 
En concreto, existe un consenso en múltiples estudios de que en una articulación con 
OA se pueden encontrar cantidades elevadas de mediadores inflamatorios sintetizados 
por los condrocitos, tales como diversas citoquinas pro-inflamatorias (Fig. 6) como la 


























Fig. 6: Ilustración de los mediadores de la OA.  
En una articulación con OA se encuentran niveles aumentados de diversos marcadores 
inflamatorios, tales como la IL-1β, el TNFα, el NO y las especies reactivas de oxígeno (reactive 
oxygen species, ROS), entre otros. Imagen tomada y modificada de la ref (18). 
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 La inflamación y la artrosis 1.6.2
Clásicamente la OA no se ha considerado una enfermedad inflamatoria debido a la 
escasez de neutrófilos presentes en las articulaciones afectadas, y a que, salvo en una 
OA avanzada, no existe una infiltración y proliferación leucocitaria en el líquido 
sinovial (19,20). Además, el hecho de que el cartílago sea avascular y aneural supone la 
ausencia de las manifestaciones representativas de la inflamación descritas por la tétrada 
de Celsius. Sin embargo, en los últimos años los avances en biología celular y molecular 
han demostrado que comparado con el cartílago normal, el cartílago OA muestra una 
sobreexpresión de diversos marcadores pro-inflamatorios, tanto a nivel de expresión 





















Fig. 7: Expresión génica  y proteica de cartílago normal frente a OA. 
a) PCR a tiempo real en cartílago normal (rojo) y OA (azul). b) Producción espontánea de 
mediadores de la inflamación en cartílago normal (rojo) y OA (azul). Tomada de la referencia 
(19). 
La IL-1 es la molécula pro-inflamatoria por excelencia en el proceso OA, y su efecto 
lesivo sobre esta patología se conoce desde principios de los años 80 del siglo XX (21-
25). En resumen, la IL-1 favorece los procesos catabólicos en la articulación, siendo 
capaz de estimular su propia síntesis, la de otras interleuquinas pro-inflamatorias como 
la IL-6 y la IL-8, además de MMPs, colagenasas y agrecanasas (26,27). Por otro lado, 
otra de las consecuencias del aumento en la expresión de IL-1 es la activación de la 
a) 
b) 
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isoforma inducible de la sintasa del NO (iNOS), aumentando los niveles de NO y la 
estimulación de la síntesis de eicosanoides (PGE2  en particular). 
Normalmente, este aumento de la PGE2 es el resultado de la sobreexpresión de la 
ciclooxigenasa 2 (COX-2), que conduce a una síntesis aumentada de la enzima sintasa 
microsomal de la prostaglandina E (mPGES-1) (Fig. 8). Sin embargo, el efecto de la 
PGE2 en el cartílago aún tiene algo de controversia, y es que aunque ejerce efectos 
beneficiosos en el cartílago sano (N), favoreciendo la síntesis de proteoglicanos y 
promoviendo la producción de colágeno tipo II, es perjudicial en cartílago OA, 
desplegando efectos contrarios  (28,29). 
En cuanto a otro malo conocido, el TNF, afecta de forma similar al condrocito que la 
IL-1 (30), incluidas la estimulación de las MMPs y la disminución de la síntesis de 
proteoglicanos. Sin embargo, a la misma concentración, la IL-1 es de 100 a 1.000 
veces más potente que el TNF, aunque ambas citoquinas tienen efectos sinérgicos 
(19).  
En síntesis, lo que es evidente es que hay una interrelación importante en la 
sobreproducción de mediadores de la inflamación y, aunque no existe una manifestación 

















Fig. 8: Resumen esquemático de la ruta de síntesis de PGE2.  
TX: Tromboxano. 
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 Catabolismo y anabolismo 1.6.3
Como se definió previamente, el cartílago articular es un tejido conectivo de sostén 
cuyas características derivan esencialmente de la naturaleza de su MEC. La formación 
del cartílago comienza con la diferenciación de células mesenquimales en 
condroblastos, que son las células precursoras propias del cartílago. Estos condroblastos 
se dividen y sintetizan la MEC hasta obtener el cartílago maduro, momento en el cual se 
convierten, finalmente, en condrocitos. A pesar de ser las únicas células del cartílago, 
los condrocitos son los responsables de mantener la integridad de la MEC, ya que, 
aunque no tienen la función de sintetizar y crear matriz como hacían siendo 
condroblastos, si son los responsables de mantener sus componentes y el equilibrio de 
un cartílago articular en continuo desgaste debido al movimiento articular, a la fricción 
y al soporte de cargas.  
La creencia general actualmente es que los condrocitos cambian su fenotipo en 
respuesta a estrés químico o mecánico, y de hecho, se han propuesto diferentes 
fenotipos en estas células (17). El fenotipo catabólico, con una expresión aumentada de 
enzimas proteolíticas; el fenotipo anabólico capaz de regenerar la MEC, secretando 
colágeno tipo II y proteoglicanos y otros fenotipos como el hipertrófico, el des-
diferenciado y el condroblástico. 
Desde un punto de vista catabólico, el elemento más importante en la degradación del 
cartílago articular son las proteasas y aunque existen diversas familias de éstas, las más 
destacadas son las MMPs. Estas proteínas son endopeptidasas de las que, actualmente, 
se han descrito 28 tipos, capaces de degradar diferentes sustratos como colágenos, 
proteoglicanos, gelatina o fibronectina (31). Las MMPs pueden clasificarse en función 
de su preferencia por los sustratos, dividiéndose en colagenasas (MMP1, MMP13), 
gelatinasas, estromelisinas (MMP3) y otras. Estas endopeptidasas, en condiciones 
normales se hallan en el cartílago adulto en muy baja cantidad, sin embargo sus niveles 
se elevan en determinadas patologías en las que se dan procesos de destrucción de la 
MEC, como lo es la OA (30). 
 Estrés Oxidativo; Especies reactivas de oxígeno y de nitrógeno 1.6.4
El oxígeno molecular (O2) es esencial para la supervivencia de los seres humanos y, en 
general, de todos los organismos aeróbicos. El metabolismo energético aeróbico se basa 
en la fosforilación oxidativa, un proceso fundamental por el cual la óxido-reducción 
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energética del transporte electrónico mitocondrial es finalmente convertida en Adenosín 
trifosfato (ATP). Los organismos aeróbicos utilizan O2 como aceptor final de electrones 
durante la fosforilación oxidativa mitocondrial, sin embargo, metabolitos de O2 
parcialmente reducidos y altamente reactivos, incluyendo el anión superóxido (O2
-
), 
peróxido de hidrógeno (H2O2) y el radical hidroxilo (OH
-
), se pueden formar dentro de 
las células (32). Estos radicales libres de oxígeno, poseen uno o más electrones 
desapareados. Eso los vuelve inestables y con tendencia a buscar el equilibrio 
deshaciéndose o acaparando un electrón con las moléculas con las que entran en 
reacción, haciéndolas a su vez inestables (33). La acción destructiva de los radicales 
libres se dirige hacia los lípidos de las membranas celulares, ácidos nucleicos y 
proteínas produciendo consecuentes alteraciones estructurales y celulares que son la 
base de diferentes enfermedades incluyendo envejecimiento celular prematuro, cáncer, 
enfermedades cardiovasculares, diabetes, OA o artritis reumatoide (33). 
Estos metabolitos de O2 reactivos o radicales libres de oxígeno son por lo general 
colectivamente conocidos como especies reactivas del oxígeno (ROS). Su 
generación en un medio biológico expone a los organismos vivos a lo que se conoce 
como la “paradoja de oxígeno”, ya que por un lado el oxígeno es necesario para la vida, 
pero también es potencialmente peligroso ya que las ROS pueden convertirse fácilmente 
en una fuente de daño tisular, como fue reconocido por los primeros pioneros de la 
investigación de los radicales libres (34-38).  
Sin embargo, como una consecuencia natural de esta paradoja, los organismos aeróbicos 
han desarrollado mecanismos y estrategias evolutivamente conservados para controlar 
cuidadosamente la generación de ROS y mantener la homeostasis redox. Una de estas 
estrategias es la producción de enzimas anti-oxidantes como la catalasa, la glutatión 
peroxidasa o la superóxido dismutasa (32).  
Existen además otras formas de protección a través de moléculas como el ácido 
ascórbico, el glutatión reducido o el ácido úrico que tienen la capacidad de actuar como 
reductores frente a los radicales libres de oxígeno y también en los sistemas tiorredoxina 
y glutarredoxina que actúan como agentes reductores oxidándose de forma reversible 
(32). 
Otro elemento del estrés oxidativo es el NO. Es un radical gaseoso descubierto en los 
años 80, sintetizado en el organismo a partir de L-arginina por una familia de tres 
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enzimas llamadas sintasas del NO (NOS). Estas enzimas se clasifican, en función de su 
localización y síntesis, en: la sintasa del NO constitutiva (cNOS), que cuando está 
localizada en neuronas se denomina nNOS y en células endoteliales eNOS y la sintasa 
del NO inducible (iNOS) que está asociada a la respuesta inmune y como su nombre 
indica se sobreexpresa como respuesta a diversos estímulos (39,40).  
Se ha demostrado que, debido a sus propiedades eminentemente destructivas en 
cartílago articular, el NO puede ser un mediador muy importante en la lesión articular 
crónica de la OA (41). En este sentido, inhibe la síntesis de agrecano, aumenta la 
actividad de las MMPs, incrementa la susceptibilidad de los condrocitos a oxidantes 
como el H2O2 y contribuye a la resistencia a los efectos anabólicos del factor de 
crecimiento insulínico (insulin growth factor, IGF) (41). Por otro lado, se ha 
demostrado que los condrocitos OA expresan iNOS y producen NO de forma 
espontánea, y que las cantidades en el líquido sinovial en pacientes con OA o artritis 
reumatoide son significativamente mayores que en pacientes sanos (42). Además, existe 
también evidencia de que la producción de NO está intrínsecamente ligada a la síntesis 
de la PGE2 y que el aumento de esta prostaglandina, una de las moléculas más 
relacionadas con el proceso inflamatorio en cartílago OA, está también implicado en la 
desregulación o incremento de diversos procesos en el tejido articular tales como el 
catabolismo tisular, el dolor, la apoptosis celular y el aumento de las MMPs (40,43). 
 Activación de la inflamación artrosis 1.6.5
Algo que queda patente en los múltiples estudios y revisiones realizadas (19,29,44) es 
que existe una diferencia significativa en la expresión de algunos genes, como se vio en 
la Fig. 7, principalmente aquellos que regulan mediadores como la PGE2, o el NO, o 
citoquinas como la IL-6, IL-8 o la IL-1. 
Las vías de activación, por las cuales se produce un aumento o una disminución de la 
expresión de los genes que se modulan en la OA, vienen dadas a través de una serie de 
rutas de señalización o transcripción que pueden ser estimuladas por señales en el 
citoplasma celular. En concreto, la estimulación de los condrocitos con la IL-1, la 
citoquina más importante del proceso OA, supone una activación en estas células de dos 
rutas principales, por un lado la ruta de señalización de quinasas reguladas por señales 
extracelulares (extracellular signal-regulated kinase, ERK) y por otro, la del factor de 
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transcripción nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas 
(nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NFκB) (45). 
NFκB se encuentra en la mayoría de las células, y está involucrado en la activación de 
una gran cantidad de genes, en respuesta a inflamación, infección y otras situaciones de 
estrés celular. De forma fisiológica esta proteína se encuentra inerte y secuestrada en el 
citoplasma de células no estimuladas, y se transloca al núcleo para reprogramar la 
expresión génica cuando la célula se ve expuesta a un estímulo frente al que es capaz de 
responder. En mamíferos, existen cinco tipos de factores de transcripción NFκB, por lo 
que podríamos decir que, en realidad, NFκB es una familia de proteínas. Estas son RelA 
(también denominada p65), RelB, c-Rel, NFκB1 (o p50) y NFκB2 (o p52). Estas dos 
últimas son sintetizadas como precursores p105 y p100 respectivamente y requieren de 
un proceso proteolítico para convertirse en las unidades funcionales p50 y p52, 
respectivamente (46). La posición citoplasmatica de NFκB, es controlada por un 
conjunto de proteínas inhibitorias (Inhibidores de kappaB, IκBs) que, en presencia de un 
estímulo extracelular son degradadas dejando en libertad a NFκB para translocarse al 
núcleo, donde regula la transcripción génica de enzimas y citoquinas proinflamatorias 
tales como iNOS, COX2 o IL-6.. 
 Tratamiento actual de la artrosis 1.6.6
Actualmente, el tratamiento de la OA es multidireccional y principalmente sintomático. 
No existe un tratamiento definitivo en ninguno de sus múltiples ámbitos, ni 
farmacológico, ni físico, ni con medicina alternativa, que cure o cuando menos detenga 
la progresión de la enfermedad. Las personas que la padecen ligan su vida a una serie de 
pautas, como la pérdida de peso para aliviar los factores mecánicos, el manejo de terapia 
física supervisada, y la aplicación de terapia farmacológica analgésica y 
anti-inflamatoria. Entre esta última, se incluye el uso de anti-inflamatorios no 
esteroideos (AINEs), con una buena efectividad pero nocivos efectos adversos, los 
fármacos de acción lenta ( symptomatic slow action drugs for osteoarthritis, 
SySADOA:) y la terapia intra-articular, todos ellos con una eficacia inconsistente. 
Recientemente también se han aprobado y se están utilizando algunos agentes de acción 
central y terapia biológica, sin embargo, en ambos casos, si bien la eficacia es buena, los 
efectos adversos son mayores de lo esperado (47). En general, cuando la OA es severa y 
el paciente supera los 60 años el tratamiento más usado es el reemplazamiento de la 
articulación por una prótesis mediante artroplastia. 
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2. EL SULFURO DE HIDRÓGENO 
El sulfuro de hidrógeno (H2S) es un gas conocido por su olor característico a huevos 
podridos y que, hasta mediados de los 90, se consideraba principalmente tóxico para el 
ser humano y dañino para el medio ambiente. Sus mecanismos de acción fueron 
completamente desconocidos hasta las últimas décadas del siglo XX (48-50), y lo único 
destacado eran los estudios realizados a mediados y finales de siglo, que demostraban su 
toxicidad en mamíferos fundamentalmente por vía inhalatoria, afectando a órganos 
como el pulmón, el cerebro y el corazón.  
Sin embargo, a finales del siglo XX, se descubrió que el H2S es un gas producido de 
forma endógena en los tejidos. Se sintetiza a partir del aminoácido L-cisteína a través de 
una serie de enzimas cuya expresión y regulación molecular en diversos tejidos ha sido 
caracterizada por varios grupos (51,52). Al igual que el NO y el monóxido de carbono 
(CO), el H2S ha sido recientemente identificado como una molécula de señalización 
gaseosa, un mediador endógeno de la inflamación (53) y como un potencial compuesto 
citoprotector (54).  
De esta forma el H2S ha sido el tercer gas en la historia identificado como “compuesto 
gasotransmisor” (55). Con el mismo pedigrí tóxico que ya caracterizó al NO y al CO y 
tras la demostración de la presencia de H2S en el sistema nervioso en la década de los 
90 (56), los estudios y publicaciones en torno a este gas han tenido un crecimiento 
exponencial que aun continua en nuestro tiempo (57). 
2.1. Bioquímica del sulfuro de hidrógeno 
Este gas, en solución acuosa, se comporta como un ácido débil disociándose en el 
protón H
+ 
y el anión hidrosulfuro (HS
-










 ↔2H+ + S2- 
A temperatura ambiente y bajo un pH fisiológico (7,35 – 7,45), el 20% del H2S persiste 
en la forma no disociada y el 80% restante como el anión HS
-
. De esta forma, en 
condiciones fisiológicas, coexisten cantidades significativas de H2S y HS
-
. Dado que en 
la actualidad se desconoce si sólo una de ellas o ambas especies son las responsables de 
los efectos biológicos del H2S, en esta tesis el término H2S se utiliza para hacer 
referencia a estas dos especies. 
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Por el contrario, los niveles presentes de S
2- 
en estas condiciones son inapreciables ya 
que para la correcta disociación del HS
- 
se necesitan valores de pH superiores a los 
fisiológicos. 
El H2S es altamente lipofílico, razón por la cual atraviesa con facilidad las membranas 
celulares y es capaz de llegar a la mayoría de los tejidos del organismo y, por ejemplo, 
el HS
-
, que como hemos visto es la especie de sulfuro prevalente, tiene afinidad por los 
núcleos celulares uniéndose a los centros metálicos de ciertas moléculas como la zona 
de unión del oxígeno a la hemoglobina (58). Esto le confiere al H2S un alto potencial 
biológico. 
2.2. El sulfuro de hidrógeno en el cuerpo humano 
 Síntesis 2.2.1
Los estudios de la síntesis del H2S a nivel endógeno en los tejidos de mamíferos 
apuntan a dos vías diferentes, la enzimática y la no enzimática (58). La forma no 
enzimática, aunque menos importante, viene de la reducción del azufre elemental a H2S 
utilizando reductores que provienen de la oxidación de la glucosa, como el lactato, u 
otros como el NADH (nicotinamida adenina dinucleótido hidrógeno), NADPH 
(nicotinamida adenina dinucleótido fosfato) y el glutatión. 
Con respecto a la vía enzimática, el H2S se sintetiza a nivel endógeno 
fundamentalmente a través de tres enzimas, la cistationina beta sintasa (CBS, EC 
4.2.1.22), la cistationina gamma liasa (CTH, EC 4.4.1.1) y en menor medida por la 
mercaptopiruvato azufre transferasa (MPST, EC 2.8.1.2) (59). El sustrato de estas 
enzimas es un aminoácido, la L-cisteína, que se encuentra tanto en alimentos como en 
otras proteínas y que también puede ser sintetizado a través de la L-metionina (Fig. 9).  
Desde hace décadas se conoce el proceso de producción del H2S a través de estas 
enzimas, como ya describieron Stipanuk y Beck en 1982 (60). Actualmente son muchos 
los grupos que han estudiado su expresión en los tejidos de mamíferos, concluyendo que 
CBS es la enzima predominante en cuanto a la producción de H2S en el cerebro y 
sistema nervioso y está presente en hígado, riñón, íleo, útero, placenta e islotes 
pancreáticos (59). La CTH es capaz de producir H2S, tanto a través de cisteína en un 
70% como de homocisteína en un 30% y se expresa en hígado, riñón, íleo, útero, 
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cerebro, islotes pancreáticos y placenta (61), además de ser característica del sistema 
vascular y de su músculo liso (58,61). 
Existen factores tanto endógenos como exógenos, capaces de mediar la actividad de 
CBS y CTH. Por ejemplo, en el cerebro, la actividad de la CBS viene regulada por el 
calcio y la calmodulina, y los factores que producen un aumento del calcio intracelular 
aumentan la síntesis de H2S a través de esta enzima (58). Igual ocurre con el NO, y es 
que los niveles aumentados de este producen un aumento en los niveles endógenos de 
H2S (62). Sin embargo, los factores que actúan sobre la síntesis de H2S no lo hacen de 
igual manera en todos los tejidos, y su expresión puede ser muy diferente en función de 
la localización de las enzimas (62). 
La tercera enzima mencionada, MPST, a diferencia de las otras dos que están 
únicamente en el citosol, se encuentra tanto en el citosol como en las mitocondrias (63) 
y cataliza la vía anaerobia de la conversión de la cisteína junto con la cisteína 
aminotransferasa, transportando iones sulfuro a grupos tiol (-SH) y formando el H2S  
(63). Esta enzima se localiza en riñón, hígado, corazón, pulmones, timo, testículos, 
















Fig. 9: Síntesis del H2S a partir de la L-cisteína.  
La reacción 1 está catalizada por la cisteína aminotransferasa, las reacciones 1A, 1B y 1C por la 
MPST, la reacción 2 por la CTH y la 3 por la CBS. RSH. Tiol: RSSH, persulfuro; RSSR, 
disulfuro  (60). 
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 Mecanismo de liberación del sulfuro de hidrógeno 2.2.2
El H2S en el organismo se puede encontrar en dos formas diferentes. Por un lado, se 
encuentra en forma “libre” en líquido extracelular y plasma, con temperatura de 37°C y 





por otro lado, podemos encontrar H2S “inmovilizado” o almacenado mediante su unión 
a otras moléculas para su posterior liberación en respuesta a estímulos fisiológicos. Así, 
en el organismo podemos encontrar un amplio rango de átomos de azufre unidos 
covalentemente a otro átomo de azufre formando los llamados compuestos de “azufre 
sulfano”. Estos compuestos, sintetizados en mamíferos a través de la ruta anaerobia de 
la cisteína a través de enzimas que incluyen, entre otras, la CBS, CTH y MPST, 
incluyen múltiples formas entre las que encontramos los tiosulfatos, persulfuros, 
trisulfuros, politionatos y el azufre elemental (Fig. 9). En todos estos compuestos se 
encuentra almacenado sulfuro, que es liberado en forma de H2S en condiciones 
reductoras como el exceso de glutatión (GSH) o en situaciones de alcalinidad celular 
(65). 
 Efectos fisiológicos en el organismo 2.2.3
El H2S atraviesa fácilmente las membranas celulares sin necesidad de proteínas 
transportadoras ejerciendo una gran variedad de funciones en múltiples dianas 
biológicas. Estas interacciones, sin embargo, pueden resultar en efectos citotóxicos o 
citoprotectores, una variación que depende fundamentalmente de las concentraciones 
del H2S (59). 
Los efectos de este compuesto estudiados hasta ahora apuntan a que la concentración 
que ejerce funciones protectoras está dentro de un rango micromolar, y que estos bajos 
niveles de H2S tienen unos efectos significativos en múltiples sistemas fisiológicos y 
también patológicos. Sin embargo, actualmente, donde más referencias encontramos del 
H2S es en el sistema nervioso y cardiovascular, probablemente debido a que este 
compuesto está íntimamente relacionado con la regulación de la presión arterial. Por 
tanto tiene sentido que sea en estos sistemas donde parece ejercer los mayores efectos y 
producir las alteraciones más frecuentes.  
En general, los estudios realizados demuestran que el H2S, a bajas concentraciones 
(entre 50 y 160 M) está presente de forma endógena en el cerebro humano. Estas 
concentraciones fisiológicas potencian la actividad del receptor N-metil-D-aspartato 
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poniendo en marcha el mecanismo de inducción de la potenciación a largo plazo (LTP), 
por lo que se le acepta como neuromodulador a nivel del sistema nervioso central 
(56,66). 
Por otro lado, las investigaciones recientes, tanto en inflamación como en estrés 
oxidativo sobre células nerviosas, demuestran que las concentraciones bajas de H2S 
exógeno tienen un efecto neuroprotector, aumentando los niveles de GSH inhibido por 
glutamato (66-68). Por otro lado, Li et al. demuestran la importancia de las 
concentraciones moderadas de H2S frente a concentraciones más altas para obtener un 
efecto citoprotector en isquemia cerebral (69). 
En 1997 se demostró que el H2S tiene un efecto vaso relajante a nivel de arteria aórtica 
de rata in vitro (70), lo que más adelante en 2001, dio lugar a que se evidenciara que 
concentraciones de 300 M de H2S administrado intravenoso producen una disminución 
transitoria pero significativa de la presión arterial media. Además, también se concluyó 
que esta relajación está causada por una disminución en la resistencia de las arterias 
debido a un bloqueo de los canales de potasio dependientes de ATP (KATPc) (71). En 
este mismo estudio se mostró una relajación de la arteria aorta a concentraciones entre 
18 y 60 M. Aunque otros estudios reportaron unas concentraciones plasmáticas de H2S 
en ratas de aproximadamente 10 M (72), ellos encontraron niveles de 
aproximadamente 50 M. 
Siguiendo esta misma línea, en 2004 se comprobó en un modelo de shock hemorrágico 
en rata, que la hipotensión encontrada en dicho modelo se debe en parte a una 
concentración más elevada de H2S con respecto a la concentración basal, y que el 
bloqueo de la síntesis de éste producía un aumento de la presión arterial media, 
recuperándose también la frecuencia cardiaca (73). 
 Efectos sobre diferentes patologías 2.2.4
El rol del H2S en diferentes tejidos y patologías, a pesar de haber sido bastante 
estudiado, todavía suscita bastante controversia. Y es que, aunque la mayoría de los 
artículos publicados sugieren que conduce a una reducción de agentes oxidantes e 
inflamatorios (74,75), algunos autores encuentran un efecto pro-inflamatorio y tóxico en 
ciertas patologías (53,76). 
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Concretamente se comprobó en pacientes sépticos que los niveles plasmáticos de H2S 
en esta patología aumentan de forma significativa de 50 M a 150 M (77), y que la 
adición de inhibidores de su producción en un modelo endotóxico de sepsis en ratas 
tiene un efecto protector frente al daño inflamatorio producido por la adición de 
lipopolisacarido (LPS). Otros autores también describen efectos inflamatorios (74,78-
80). En células musculares de los vasos sanguíneos se encontró que el H2S potenciaba la 
producción de iNOS y NO inducidos por IL-1 (81). También se describió un efecto 
pro-inflamatorio al administrar NaSH en las patas de las ratas (79), la inhibición  del 
H2S protegió a ratones frente a la pancreatitis aguda y el daño pulmonar asociado (78) y 
también en un estudio de daño renal inducido por cisplatino se obtuvieron los mismos 
resultados (80). 
Por el contrario, la administración exógena y la producción endógena de H2S también 
han demostrado ser anti-inflamatorias. En un modelo de inflamación pulmonar aguda 
con ácido oleico en ratas, se encontró una disminución de los niveles de H2S tanto en 
plasma como en tejido pulmonar, y una reducción de las interleuquinas 6 y 8 (junto con 
un aumento de la IL-10) (82) en la administración conjunta de ácido oleico y H2S 
(NaSH 56 M). Esto sugiere un efecto anti-inflamatorio en el daño pulmonar intrínseco, 
como también se demostró (83) en un modelo de exposición al humo de tabaco en el 
que la administración de NaSH (14 g/kg) produce un efecto anti-inflamatorio, 
disminuyendo, entre otras cosas los niveles de TNF e IL-8 en ratas. Fiorucci et al. (84) 
también encuentran que una dosis de NaSH de 10 M/kg en ratas produce una 
disminución del 60-70% en el daño de la mucosa gástrica, y que el H2S parece ser un 
regulador fisiológico de la microcirculación gástrica. Otro estudió encontró (85) 
resultados en el mismo sentido en la inducción de colitis en ratas, concluyendo que la 
inhibición de la producción del H2S tiene un efecto negativo sobre el desarrollo de la 
enfermedad, y la pérdida de peso, el sangrado intestinal y la consistencia de las heces 
mejoran con la adición de H2S respecto a su bloqueo. 
 Estudios del sulfuro de hidrógeno en las enfermedades reumáticas 2.2.5
A pesar de que los efectos del agua sulfurada sobre la OA están descritos desde hace 
tiempo, los estudios del mecanismo de acción y los efectos concretos del H2S en las 
enfermedades reumáticas son relativamente recientes. En 2010, un relevante estudio 
realizado por Whiteman et al. encontraron que, aunque los niveles de H2S son similares 
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en plasma de pacientes sanos, pacientes con artritis reumatoide (rheumatoid arthritis, 
RA) o con OA (37 M) existen diferencias significativas entre los niveles endógenos 
de H2S en el líquido sinovial. Estos fueron mucho mayores en pacientes con RA (62 
M) frente a pacientes con OA (25 M) (86). Además, un dato muy interesante es que 
dentro del grupo de pacientes con RA aquellos que poseían el factor reumatoide positivo 
tenían, comparativamente, los niveles más bajos de H2S. En este estudio, el grupo de  
Whiteman concluye que los niveles del H2S están íntimamente relacionados con el 
proceso inflamatorio, sin saber aun si corresponde a un aumento pro-inflamatorio o anti-
inflamatorio. 
Posteriormente se demostró la expresión de las enzimas de producción de H2S en 
condrocitos y células madre mesenquimales diferenciadas a condrocitos y que el uso in 
vitro de un compuesto liberador de H2S puede reducir la muerte celular inducida por 
estrés oxidativo en estas células (87). Este estudio también sugiere que la síntesis del 
H2S asociada a la inflamación está regulada a través de NFB, p38 y ERK1. 
Ya en 2013 Li et al. (88), cuyos estudios previos habían descrito un efecto inflamatorio 
del H2S, utilizan otro compuesto liberador de H2S, el (p-methoxyphenyl) 
morpholino-phosphinodithioic acid (GYY4137, GYY) en sinoviocitos y condrocitos 
humanos, y en un modelo animal de OA en ratas. En el estudio in vitro concluyen que el 
H2S tiene un efecto anti-inflamatorio inhibiendo NO, PGE2, TNF, IL-6, iNOS y 
COX-2 y que uno de los blancos probables de actuación del mismo es la inhibición de 
NFB. In vivo, sus estudios llegan a la misma conclusión, aportando un dato interesante 
y es que el GYY4137 tiene un buen efecto anti-inflamatorio cuando de administra de 
forma terapéutica, una vez establecida la inflamación, pero tiene efectos pro-
inflamatorios cuando se hace de forma profiláctica. 
2.3. La aplicación actual del sulfuro de hidrógeno: La balneoterapia 
La historia de la civilización supone una mención constante al agua, como forma de 
vida, como parte de la sociedad y como método de curación. En la era a.C casi todas las 
ciudades del antiguo Egipto, Roma o Grecia disponían de un espacio público dedicado 
al agua con una importante función terapéutica. 
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Tras un periodo de relativo abandono durante la Edad Media, en el Renacimiento 
comienza a resurgir el uso de las aguas minerales alcanzando a finales del siglo XIX y 
principios del XX un gran auge.  
En España en 1939, al término de la guerra civil, la mayoría de los balnearios no 
reabren sus puertas lo que supuso un duro mazazo al termalismo del que tardaría 
décadas en recuperarse. En los años 60, se produce un pequeño impulso de esta terapia, 
sin embargo, la frecuencia de la utilización de los baños sigue siendo escasa. 
En la mayor parte de los países de Europa incluyendo Rusia, los tratamientos en 
balnearios son incorporados a las prestaciones sanitarias de la Seguridad Social a partir 
de mediados de los años 40 continuando hasta la actualidad con un amplio uso en la 
terapéutica de las enfermedades reumáticas especialmente. La balneoterapia es definida 
en los países europeos como el uso de aguas minerales naturales, peloides naturales y 
barros, fuentes naturales de diferentes gases (dióxido de carbono, hidrógeno sulfurado), 
en la prevención, tratamiento y rehabilitación de diversas afecciones médicas. Se 
utilizan las aguas minerales, peloides y gases bajo diferentes técnicas de aplicación: 
baños, inhalaciones, ingestión y aplicación de emplastos de peloides (89). 
En España a principios de 1990 la aparición del programa IMSERSO (Instituto de 
Mayores y Servicios Sociales) facilita el acceso de las personas mayores a tratamientos 
en balnearios, lo que supone una renovación necesaria de muchos establecimientos. A 
partir de entonces aparece un incremento en el uso de los balnearios, tanto con fines 
terapéuticos como con fines lúdicos, incremento que ha continuado hasta nuestros días. 
Sin embargo, aunque como vemos su uso se remonta a la antigüedad, los estudios sobre 
sus mecanismos de acción como método coadyuvante en el tratamiento de las 
enfermedades, y en concreto en las enfermedades reumáticas, apenas tienen unos años 
(33,90-92). 
Actualmente hay una gran cantidad de aguas mineromedicinales, clasificándose en 
función de su origen, temperatura, mineralización, acción fisiológica, actividad 
terapéutica…etc. Una de las clasificaciones más utilizadas en el ámbito de la 
balneoterapia se hace por su composición química, pudiendo ser aguas de tipo 
clorurada, sulfatada, bicarbonatada, sulfuradas, carbogaseosas, radiactivas o de 
mineralización débil. A cada una de estas aguas se les atribuyen unas funciones 
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diferentes dentro del organismo, siendo las cloruradas estimulantes, las bicarbonatadas 
hepatoprotectoras y antiácidas y las radiactivas analgésicas, como ejemplos. 
Algunas de estas aguas están especialmente indicadas para el campo de la reumatología, 
como el agua cuyo principio activo es el H2S. En concreto, respecto a este agua se 
pueden encontrar algunos estudios que sustentan sus efectos beneficiosos sobre la OA y 
otras enfermedades reumáticas, observándose no solamente una mejora sintomática en 
los pacientes sometidos a balneoterapia en aguas sulfuradas (91,93) si no también 
disminución de los marcadores de inflamación y de degradación del cartílago articular 
(90,94). 
2.4. Balneoterapia y sulfuro de hidrógeno: Actualidad en la artrosis 
El efecto beneficioso de la balneoterapia en las enfermedades reumáticas se conoce 
desde hace siglos, siendo utilizada como remedio terapéutico desde la antigüedad en 
diferentes países y culturas. Actualmente, en varios países europeos, la balneoterapia se 
utiliza de una manera sistemática como método coadyuvante de tratamiento de las 
enfermedades reumáticas en fase no aguda, por su eficacia en la resolución de la 
sintomatología dolorosa y en la disminución de la reacción inflamatoria que acompaña 
el proceso de deterioro y de destrucción cartilaginosa de estas enfermedades (90,91). 
Sin embargo, como muchos estudios clínicos describen, la balneoterapia en aguas 
sulfuradas, aunque efectiva por sí sola, tiene aún mayor eficacia cuando se aplica en 
conjunto con un tratamiento de peloterapia con peloides de componentes sulfurados o 
con hidropinoterapia con agua sulfurada (90,95). La peloterapia, en patología reumática 
crónica, consiste en la aplicación local mediante emplastos sobre las zonas afectadas, o 
bien la inmersión de todo el cuerpo en el peloide a temperatura elevada (39-48ºC), por 
20-30 min, durante 12-15 días de tratamiento. Aunque se le atribuye desde hace tiempo 
una acción beneficiosa a los peloides en patología reumática y enfermedades músculo-
esqueléticas, es a partir de 1990 cuando se llevan a cabo los principales estudios que nos 
permiten empezar a comprender los mecanismos biológicos a través de los cuales se 
producen sus acciones (96). 
En los últimos años se han realizado estudios con resultados positivos en la mejoría de 
la sintomatología de la OA con balneoterapia (94,97-101) y la revisión Cochrane, 
realizada por Verhagen en 2007 (102), resuelve que los datos obtenidos hasta el 
momento aunque no son concluyentes indican que este tratamiento podría ser efectivo. 
  Sulfuro de hidrógeno 
31 
 
Además, centrándonos en los estudios realizados únicamente con aguas sulfuradas tanto 
en balneoterapia, peloterapia, como en agua bebida en pacientes con OA  revelan que 
estas aguas aumentan los niveles de H2S en plasma tras los tres tipos de tratamientos en 
conjunto (90) y que en general tienen un efecto anti-oxidante (90,103,104), mejoran la 
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La OA es una de las enfermedades más prevalentes e incapacitantes del mundo 
desarrollado. Si bien, en una articulación afectada todos los tejidos intervienen, la 
degeneración del cartílago articular es el punto clave en el desarrollo de la patología. El 
cartílago articular es un tejido conectivo especializado compuesto por una pequeña 
proporción de células, los condrocitos, que son responsables de la síntesis de la MEC. 
Esta matriz está compuesta por una densa red de colágeno tipo II, proteoglicanos y, 
principalmente, agua. Toda esta matriz es sintetizada por los condrocitos que, al 
producirla, quedan embebidos en ella (2,4,105). 
El desarrollo de la OA supone la degradación de los tejidos articulares y, aunque su 
etiología aún no se conoce completamente y se sabe que son muchas las causas que 
actúan en el proceso, la mayor parte de los factores que intervienen sí son conocidos y 
se utilizan como diana en el tratamiento de la OA. Entre ellos, se encuentra un proceso 
inflamatorio persistente que acelera la degradación del cartílago articular. En esta vía 
inflamatoria intervienen muchos factores, y el resultado final es la presencia de niveles 
anormalmente elevados de citoquinas tales como la IL-1β y la IL-6, la sobreproducción 
de prostaglandinas, fundamentalmente la PGE2 y la sobreproducción de MMPs tales 
como la colagenasa 3 (MMP13) o la estromelisina (MMP3) que, globalmente, actúan 
destruyendo la MEC (40-43). Otro de los factores más importantes es la producción de 
NO, que también contribuye a la degradación del cartílago articular ya que actúa 
destruyendo la MEC y produciendo la muerte celular de los condrocitos y cuya 
concentración en articulaciones OA es mucho mayor que en articulaciones sanas, donde 
su síntesis es mínima.  
En resumen, la OA está caracterizada por una pérdida progresiva del cartílago articular 
que afecta a la calidad de vida de quienes la padecen ya que resulta en un dolor intenso, 
perdida de función de la articulación afectada, inestabilidad, discapacidad física y, como 
consecuencia, la imposibilidad de realizar una vida normal. Esta enfermedad afecta al 
34% de la población mayor de 65 años en países industrializados suponiendo un 
impacto económico muy fuerte para un país y, lo que es más importante, una condición 
de discapacidad física y muchas veces emocional para una persona. 
Actualmente no existe ningún tratamiento que cure o cuando menos detenga la 
progresión de la OA. Los tratamientos existentes se basan en una combinación de 
terapia física y terapia farmacológica analgésica e anti-inflamatoria que, en muchos 
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casos tiene efectos secundarios indeseados. Es más, para muchos pacientes la 
progresión de la enfermedad termina irremediablemente en la necesidad de una 
operación de reemplazo articular con una prótesis. 
Un tratamiento en exploración actualmente es la balneoterapia, y más concretamente, el 
uso de aguas minero medicinales sulfuradas, si bien el mecanismo de acción por el cual 
son capaces de aliviar patologías como la OA aún es desconocido. Sin embargo, el H2S, 
que es el componente principal de estas aguas, ha sido identificado recientemente como 
un gas endógeno producido en el organismo a través de tres enzimas, la CBS, la CTH y 
la MPST (59,61). Este gas pertenece a la misma familia de gases transmisores que el 
NO y el CO, y como ellos, es un gas nocivo para el ser humano a concentraciones 
elevadas, mientras que, según recientes estudios tiene un efecto citoprotector a bajas 
concentraciones (106,107). 
Actualmente, si bien su papel aún no está totalmente claro, hay algunos estudios que 
apuntan a que tiene una función importante en procesos inflamatorios (75,108,109) y 
que podría ser tanto una diana terapéutica como un tratamiento de elección en 
enfermedades con carácter inflamatorio como es el caso de la OA. 
Por todo esto, para desarrollar esta tesis, se han planteado las siguientes hipótesis: 
- El H2S se produce de forma endógena en los tejidos de la articulación y en 
tejidos con OA su producción está disminuida respecto a la situación normal. 
- El H2S en un compuesto que, administrado de forma exógena, es capaz de 
disminuir los marcadores de la inflamación en condrocitos articulares obtenidos 
de articulaciones OA. 
- La administración exógena de H2S también es capaz de proteger frente a la 
evolución del metabolismo catabólico a los condrocitos articulares de 









































1. Determinar la concentración endógena de H2S en suero y su biosíntesis en cartílago 
de pacientes con OA y compararla con la de donantes sanos. 
2. Analizar el efecto de la administración exógena de diferentes concentraciones de 
H2S, in vitro, en el proceso de la OA. 
OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
1. Determinar la concentración de H2S en suero sanguíneo. 
2. Comparar los valores obtenidos en sueros de pacientes OA con los de donantes 
sanos. 
3. Cuantificar la biosíntesis de H2S en cartílago articular de pacientes OA y compararla 
con la de cartílago de donantes sanos. 
4. Comparar la expresión de las enzimas CBS, CTH y MPST, productoras de H2S, en 
cartílago articular, membrana sinovial y hueso subcondral de pacientes OA con la de 
tejido de donantes sanos. 
5. Estudiar el efecto del H2S exógeno sobre el estrés oxidativo en condrocitos 
articulares OA. 
6. Determinar la capacidad anti-inflamatoria de diferentes concentraciones de H2S 
exógeno en condrocitos OA sobre diferentes marcadores de la inflamación. 
7. Evaluar si la ruta NFκB puede estar implicada en los efectos de H2S exógeno sobre 
condrocitos OA. 
8. Evaluar si las diferentes concentraciones del H2S exógeno ejercen efectos 
anti-catabólicos en condrocitos OA. 
9. Analizar el efecto protector del H2S exógeno frente a la degradación de la MEC 
articular en cartílago OA. 
10. Analizar el efecto protector del H2S exógeno frente a la degradación de la MEC 


































MATERIALES Y MÉTODOS 
 




- El medio de cultivo: Dulbecco’s Modified Eagle medium (DMEM), el suero 
bovino fetal (SBF) y la penicilina/estreptomicina (100 u/ml de penicilina y 100 
g/ml de estreptomicina, P/E) se adquirieron en Gibco, España.  
- Los frascos de cultivo y el resto de los fungibles plásticos para cultivo celular 
que se utilizaron fueron de BD Bioscience, España.  
- El hidrosulfuro sódico (NaSH), la IL-1β, la tripsina 10x (5 g de tripsina porcina 
+ 2 g de EDTA 4Na por litro de 0,9% NaCl), la colagenasa IV, el salicilato de 
sodio y el ácido ascórbico se compraron a Sigma-Aldrich Química S.A, España. 
El GYY4137 se adquirió a Santa Cruz Biotechnology, Alemania. 
- El estereomicroscopio que se utilizó para visualizar algunas muestras fue el 
SMZ445 de Nikon, España. 
Test de Viabilidad  
- El AlamarBlue® se adquirió a Invitrogen S.A., España y el espectofotómetro 
utilizado fue el Nanoquant Infinite M200 de Tecan Ibérica Instrumentación, 
España. 
Análisis de NO 
- El reactivo de Griess utilizado fue Enzo Life Science, España. 
- El nitrito sódico (NaNO2) fue a Sigma-Aldrich Química S.A, España.  
Inmunoensayos y ELISAs 
- El inmunoensayo enzimático (Enzymatic Immunoassay, EIA) para PGE2 se 
compró a GE Healthcare, España y el de glucosaminoglicanos es un kit 
(Blyscan Sulfated Glycosaminoglycan Assay) de Biocolor, Reino Unido y los 
ensayos por inmunoabsorción ligado a enzimas (enzyme-linked immunosorbent 
assay, ELISA) para MMP13 e IL-6 se compraron de R&D systems, España. 
- Para deshidratar las muestras se utilizó una SpeedVac (Savant SPD121P 
SpeedVac Concentratror, Thermo Scientific, España) y la papaína es de 
Panreac-Química, España. 
- El acetato de sodio, el EDTA y la cisteína HCl utilizados para preparar la 
dilución de papaína de compraron a Sigma-Aldrich Química S.A. 
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Medición de H2S 
- El electrodo ión selectivo utilizado para las mediciones de H2S fue el modelo 
LIS-146AGSCM Micro sulfide ion electrode, Lazar Research Laboratory, Inc. 
EEUU, acoplado a un medidor portátil de pH, voltaje y temperatura (Model 
6230N Jenco Electronics, LTD Taiwán). El Na2S utilizado para este proceso se 
adquirió a Sigma-Aldrich Química S.A. 
Análisis de ROS 
- Para las citometrias de flujo se utilizó el citómetro BD FACScalibur de BD 
Bioscience, con el programa informático Cell Quest Pro de Beckton Dickinson, 
Mountain View, EEUU. La solución salina balanceada de Hank (HBSS) se 
compró a Invitrogen S.A., España y el l fluoroforo utilizado fue el 
MitosoxRed de Life Technologies, España. 
Análisis de la expresión génica por  qRT-PCR. 
Los reactivos y equipos utilizados para el análisis de la expresión génica fueron los 
siguientes: 
- RNaseZap®  y TRIzol® y Supersrcipt® Vilo cDNA Synthesis Kit Life 
technologies. 
- QIAzol lysis reagent®, Qiagen, España. 
- Ultra-Turrax: IKA T10, España. 
- Termociclador a tiempo real: LightCycler® 480 Instrument, LightCycler® 480 
Probes Master, sondas Taqman y agua: H2O PCR Grade de Roche, Alemania. 
- Espectrofotómetro: NanoDropTM Thermo Scientific. 
- Bioanalizador Agilent 2000 y Dnasa de Agilent Technologies España. 
- Termociclador Gene Amp PCR System 9700, Applied Biosystems, España. 
Tinciones, inmunocitoquímicas (ICQ) e inmunohistoquímicas (IHQ) e 
inmunofluorescencia (IF) 
- Los anticuerpos utilizados de describen en la Tabla 1.  
- El anticuerpo de NFB se adquirió a Santa Cruz Biotechnology, Alemania. 
- Los reactivos para inmunocitoquímica e inmunohistoquímica se adquirieron de 
Dako, España. 
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- De los reactivos de tinción, la eosina, el sulfato amónico férrico, el cloruro 
férrico, la fucsina ácida, el ponceau, ácido fosfomolíbdico y el azul de anilina, 
además del hidróxido sódico eran de Merck, Alemania. La safranina O de 
Sigma-Aldrich. La hematoxilina de Harris, el ácido clorhídrico, el ácido pícrico 
y el ácido acético eran de Panreac Química S.A y la hematoxilina férrica fue de 
Fluka, España. El DePex se compró a Gurr® VWR International Eurolab S.L, 
España y el Glycergel® a Dako, España. 
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2. OBTENCIÓN DE LAS MUESTRAS 
Todas las muestras de tejido humano se obtuvieron, tras la adquisición del 
correspondiente consentimiento informado (Ley 14/2007, de 3 de julio, de Investigación 
Biomédica), de pacientes sometidos a operaciones de sustitución articular ocasionadas 
por OA o fracturas, o de amputaciones supracondíleas (generalmente ocasionadas por 
problemas vasculares) realizadas en el Complejo Hospitalario Universitario A Coruña 
(CHUAC). Las muestras de suero sanguíneo se obtuvieron de pacientes OA del Servicio 
de Reumatología del CHUAC o bien de voluntarios sin antecedentes de patologías 
reumáticas, también tras la obtención del correspondiente consentimiento informado. En 
todos los casos se garantizó la confidencialidad de los datos identificativos de dichos 
pacientes, de acuerdo con la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de diciembre, de Protección 
de Datos de Carácter Personal. La denominación de células o tejido OA hace referencia 
a aquellos obtenidos de pacientes con OA diagnosticada y la denominación de células o 
tejido normal o sano (N) hace referencia a aquellos obtenidos de donantes sin 
antecedentes de patología artrósica y sin signos macroscópicos y microscópicos de OA. 
2.1. Obtención de cartílago articular 
Los explantes de cartílago articular se obtuvieron de las cabezas o cóndilos femorales y 
platillos tibiales mediante resección con bisturí, primero formando láminas gruesas y 
posteriormente cortando piezas cilíndricas con un disco de biopsia de 4 o 6 mm de 
diámetro, en función de para qué experimento se fueran a utilizar. 
2.2. Obtención y cultivo de condrocitos 
El aislamiento de los condrocitos se realizó según el método descrito por Blanco et al. 
(40). El cartílago aislado, se troceó de forma mecánica, y se sometió a una primera 
digestión con una dilución 1:9 de tripsina-EDTA 10x en DMEM con P/E (tripsina 1X) 
durante 15 min a 37ºC. Tras eliminar la tripsina, se realizó una segunda digestión 
enzimática con 2 mg/ml de colagenasa tipo IV durante un mínimo de 8 h en agitación en 
medio DMEM con 5% de SBF y P/E. Una vez finalizada la digestión, se centrifugó a 
1800 x g, 10 min y las células se contaron, sembrandose en frascos de cultivo en medio 
de expansión (ME, DMEM con 10% de SBF suplementado con P/E) y se cultivaron a 
37°C en una estufa humidificada y con 5% de CO2. Una vez alcanzada la confluencia, 
las células sembradas se expandieron a mayor superficie, separándolas del frasco con 
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una dilución 1:4 de tripsina 10x en suero salino y volviéndolas a resembrar en mayor 
número de frascos de cultivo. Todos los experimentos se realizaron en el segundo pase. 
2.3. Obtención de membrana sinovial 
La membrana sinovial se obtuvo de rodillas procedentes de amputaciones 
supracondíleas mediante la disección manual y su separación mediante bisturí del resto 
de los tejidos articulares. A todas las muestras se les realizó un screening morfológico 
previo, realizando una tinción hematoxilina – eosina (H-E) a un pequeño fragmento de 
la misma, para comprobar que el tejido era, de hecho, membrana sinovial. El resto de 
tejido se congeló en nitrógeno líquido para la extracción de ácido ribonucleico (ARN). 
2.4. Obtención del hueso subcondral 
El hueso subcondral se obtuvo de los platillos tibiales provenientes de cirugía de 
reemplazo articular. Se realizó la resección del cartílago articular remanente en la parte 
superior y la eliminación del hueso esponjoso de la parte inferior con la utilización de 
un bisturí. La manipulación del hueso se hizo en frío confirmando la completa 
eliminación de cartílago, hueso esponjoso, sangre y médula ósea mediante la 
observación con un estereomicroscopio. 
2.5. Línea celular T/C-28a2 
Para los experimentos de citometría se realizaron unas pruebas preliminares utilizando 
la línea celular T/C-28a2. Se trata de una línea de condrocitos humanos inmortalizados 
provenientes de articulación costo-esternal (110). 
2.6. Obtención de suero sanguíneo 
El suero sanguíneo humano se obtuvo de donaciones de sangre de voluntarios sin 
síntomas ni historial de artrosis y de pacientes con artrosis diagnosticada en cualquier 
articulación. Para obtener suero sanguíneo se extrajo sangre periférica de los donantes 
en tubos con gel separador de suero Vacuette. Los tubos se centrifugaron a 900 x g 
durante 10 min y se recogieron los sueros de la parte superior del gel. 
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3. CUANTIFICACIÓN DE LA CONCENTRACIÓN DE SULFURO DE 
HIDRÓGENO ENDÓGENO 
3.1. Medición de la concentración de sulfuro de hidrógeno en suero sanguíneo 
humano 
Para la medición del H2S en sueros se utilizó un micro-electrodo ion-selectivo. El 
electrodo proporciona medidas de voltaje que se pueden convertir en concentraciones de 
H2S utilizando una curva de calibrado de Na2S. 
Se prepararon los siguientes reactivos según las instrucciones especificadas en el 
electrodo: 
- Tampón anti-oxidante: 50 g de salicilato de sodio + 13 g de ácido ascórbico + 
17 g de hidróxido de sodio enrasado a 125 ml de agua destilada (solución stock). 
Esta es una solución básica, como recomienda el fabricante, para prevenir la 
formación del gas H2S a concentraciones tóxicas. La solución de trabajo se 
preparó diluyendo la solución stock en agua destilada en dilución 1:4 y esta es la 
que se utilizó para diluir tanto los estándares de la curva de calibrado como las 
muestras. 
- Soluciones para la curva de calibrado: Se preparó una disolución stock 10 mM 
de Na2S a partir de la cual se prepararon diluciones para una curva estándar con 
concentraciones de 1 mM, 500 μM, 200 μM, 100 μM, 50 μM, 10 μM y 1 μM. 
Las muestras de suero sanguíneo se introdujeron en tubos de poliestireno y se diluyeron 
con la solución de trabajo del buffer anti-oxidante descrita previamente en una relación 
1:1. Los tubos se sellaron cuidadosamente con parafilm y se incubaron a 37°C durante 
1 h. Pasado este tiempo se sumergió el electrodo selectivo en las muestras, obteniéndose 
un valor de voltaje para cada una. Entre muestras el electrodo se lavó abundantemente 
con agua destilada. Para estimar la cantidad de H2S producida se utilizó la curva de 
calibrado. 
Se compararon las concentraciones obtenidas en los sueros procedentes de pacientes 
con OA con las de donantes sanos. 
3.2. Biosíntesis de sulfuro de hidrógeno en cartílago 
El cartílago se extrajo tal y como se describió en el apartado 2.1 de obtención y 
procesado de las muestras, utilizando explantes de 6 mm de diámetro. Estos se 
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introdujeron en tubos de poliestireno con 200 μl de la solución de trabajo del tampón 
anti-oxidante descrita previamente.  
Los tubos se sellaron cuidadosamente con parafilm y se incubaron a 37°C durante 2 h. 
Pasado este tiempo se tomaron las medidas con el electrodo selectivo y se utilizó la 
curva de calibrado correspondiente para calcular la concentración de H2S. 
Se compararon las concentraciones de H2S obtenidas de los cartílagos procedentes de 
articulaciones artrósicas frente a los procedentes de articulaciones sanas. 
4. CONDICIONES DE LOS EXPERIMENTOS IN VITRO 
Las condiciones en las que se realizaron los distintos experimentos in vitro están 
resumidas en la Tabla 2. Los condrocitos utilizados se sembraron con la densidad 
adecuada para cada experimento en ME, dejándolos 24 h de adaptación previas a la 
administración de los estímulos. Los discos de cartílago también se dejaron en ME 
durante 24 h antes de la estimulación. Los estímulos se administraron en medio 
deplecionado (MD, DMEM con 0,5% de SBF y P/E), excepto para los experimentos de 
citometría de flujo que se administraron en HBSS sin calcio ni magnesio, y fueron: 
 IL-1: Los condrocitos y discos de cartílago se estimularon con una 
concentración de 5 ng/ml de IL-1β en el medio de cultivo, para reproducir in 
vitro las condiciones de la OA en su fase aguda. 
 NaSH y GYY4137: Se utilizaron concentraciones de 50, 100, 200, 500 y 
1000 M de estos compuestos para intentar contrarrestar los efectos negativos 
inducidos en las células o en el tejido por la IL-1β. 
Con carácter general, las células se estimularon durante un tiempo de 48 h hasta el 
análisis de los resultados. Las excepciones fueron las siguientes: 
 El estudio del efecto de los compuestos de sulfuro sobre la viabilidad celular, en 
el que las células se estimularon con NaSH y GYY4137 durante 24 h. 
 El estudio de la translocación de NFB al núcleo de los condrocitos mediante 
inmunofluorescencia, en el que el análisis se realizó 45 min post-estimulación. 
 El estudio de las propiedades anti-oxidantes por citometría de flujo, en el que las 
células sólo se estimularon durante 15 min con GYY4137. 
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 La cuantificación de GAGs en sobrenadantes se midió a los 21 días, 
recogiéndolos y renovando los estímulos a los 3,7,14 y 21 días. A los 21 días se 
cuantificaron los GAGs, además de en los sobrenadantes, en los discos de tejido. 
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Tabla 2: Resumen de las condiciones experimentales de los distintos ensayos in vitro realizados. 
 Para todos los experimentos descritos en la tabla las células se incubaron en ME durante 24 h, el medio se cambió entonces a medio deplecionado (MD) 
(DMEM con 0,5% SBF y P/E) (excepto para los experimentos de citometría de flujo, que se utilizó HBSS sin calcio ni magnesio) con las diferentes 
concentraciones de compuestos de H2S (NaSH o GYY4137), 0 (Basal), 50, 100, 200, 500 y 1000 µM, y con o sin 5 ng/ml de IL-1 durante el tiempo de 
incubación adicional especificado en la tabla. c/p, células por pocillo. 
Ensayo Densidad celular Cultivo Tiempo de incubación Estímulos 
Viabilidad celular 5·10
4
 c/p Placa de 96 pocillos 24 h Basal y (NaSH o GYY4137) 
Cuantificación de NO 5·10
4
 c/p Placa de 96 pocillos 48 h 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o  GYY4137) 
Inmunocitoquímicas (ICQ) 3·10
4
 c/p Chamber-slides de 8 pocillos 48 h 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o GYY) 
Inmunofluorescencia (IF) 3·10
4
 c/p Chamber-slides de 8 pocillos  45 min 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o  GYY4137) 
EIAs y ELISAS 5·10
4
 c/p Placa de 96 pocillos 48 h 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o  GYY4137) 
qRT-PCR 3·10
5
 c/p Placa de 12 pocillos 48 h 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o  GYY4137) 
Citometría de flujo 10
5
 c/p Placa de 6 pocillos 15 min 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o  GYY4137) 
Cuantificación de GAGs en tejido 2 discos Placa de 24 pocillos 21 días 
Basal y 5 ng/mL IL-1β + 
 (NaSH o  GYY4137) 
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5. ESTUDIO DE VIABILIDAD CELULAR 
Para estudiar el efecto de los compuestos de sulfuro sobre la viabilidad celular de los 
condrocitos se utilizó el test alamarBlue®, una técnica colorimétrica que evalúa la 
respiración celular (Fig. 10). AlamarBlue® es un reactivo cuyo principio activo es el 
resazurin, un compuesto no tóxico, permeable a las células y de color azul. El 
fundamento de este ensayo se basa en la capacidad de las células vivas de reducir el 
resazurin a resorufin, de color rojo intenso que puede medirse a una absorbancia de 
570 nm. 
Para este estudio, los condrocitos se sembraron en una placa de 96 pocillos, a una 
concentración de 5·10
4
 células por pocillo (c/p) en ME y, tras 24 h, se estimularon 
durante 24 h con las concentraciones de 50 a 1000 M en MD de cada uno de los 
compuestos de H2S.  
Tras este tiempo, se añadió alamarBlue® al 10% (v/v) en cada pocillo, y se incubó 
durante 4 h adicionales en oscuridad a 37°C y 5% de CO2. Se utilizó un 
espectrofotómetro para cuantificar la reacción colorimétrica a 570 nm con una longitud 
de onda de referencia de 600 nm. Cada condición se ensayó por duplicado. Este test se 
realizó con n=3 donantes. 
 





Se añade a las 
células en cultivo 
Incubación a 37°C Se mide la absorbancia a 
570 nm 
Procesado de los 
datos 
  Materiales y Métodos 
53 
6. TÉCNICA DE CUANTIFICACIÓN DE LA EXPRESIÓN GÉNICA 
MEDIANTE qRT-PCR 
6.1. Extracción de ARN: 
 Cartílago 6.1.1
Para la extracción de ARN, el cartílago articular se congeló en nitrógeno líquido en el 
momento de su obtención y todo el procesado se realizó a 4ºC para impedir su 
degradación. Este procesado se divide en los siguientes pasos. 
Paso 1: Disgregación del tejido 
De cada muestra de cartílago articular se utilizaron de 100 a 130 mg que se machacaron 
manualmente usando un mortero metálico. Antes de machacar cada muestra, el mortero 
se limpió con RNAsas y se sumergió en nitrógeno líquido para mantenerlo frío durante 
todo el proceso. El polvo de cartílago obtenido se introdujo en un eppendorf de fondo 
redondo de 2 ml y se le añadió 1 ml de Qiazol®. 
Para disgregar mejor cada muestra y romper los trozos más pequeños de cartílago 
provenientes del mortero, el cartílago sumergido en Qiazol®, se pasó por un 
disgregador Ultra-Turrax. Tras ello, esta mezcla se sometió a agitación circular durante 
20 min a 4ºC. 
Paso 2: Aislamiento y recuperación del ARN total 
En el siguiente paso se realizó una separación trifásica de ARN, ADN y proteínas 
mediante la adición de 0,2 ml de cloroformo, seguido de una centrifugación a 12000 x g 
durante 15 min, tras lo que se traspasó la fase con el ARN a un tubo QIAshredder de 
Qiagen. Este tubo tipo eppendorf consta de una membrana que filtra los restos 
insolubles y reduce la viscosidad. Se centrifugó entonces a 14000 x g durante 2 min, 
recuperando el eluido. Éste se lavó con etanol al 75% frío (4ºC) y el eluido se transfirió 
a otro tubo RNeasy mini spin del kit. Los RNeasy mini spin se centrifugaron a 8000 x g 
durante 15 s, desechando el eluido y conservando lo retenido en la membrana. Se 
añadieron 700 l de tampón RW1 al tubo y se repitió la centrifugación, tirando el eluido 
y añadiendo 500 l de tampón RPE. Ambos tampones RW1 y RPE son específicos del 
kit de extracción de ARN. Tras centrifugar a 8000 x g 15 s, se volvieron a añadir 500 μl 
de tampón RPE y se centrifugaron los tubos a 8000 x g 2 min, tirando el eluido. Se 
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añadieron entonces 30 l de agua para recoger el ARN en el eluido con una última 
centrifugación a 8000 x g durante 1 min.  
 Condrocitos (células) 6.1.2
Para la cuantificación de la expresión génica de los experimentos in vitro, la células se 
sembraron en placas de 6 pocillos con una densidad de 3·10
5
 c/p. Pasadas 24 h del 
sembrado, se co-estimularon durante 48 h con 5 ng/ml de IL-1β y las distintas 
concentraciones de los compuestos de sulfuro, excepto para la condición Basal, que no 
se estimuló. Para extraer el ARN de las células tras el tiempo de estimulación se utilizó 
el reactivo Trizol®. Primeramente, se lavaron las células con PBS para eliminar los 
restos de medio de cultivo y a continuación se añadieron 0,8 ml de Trizol® en cada 
pocillo. Tras romper las membranas celulares con ayuda de la pipeta, se trasladó el 
contenido de cada pocillo a un tubo eppendorf. Tras esperar 5 min a temperatura 
ambiente, se hizo una separación trifásica de ARN, ADN y proteínas mediante la 
adición de 0,2 ml de cloroformo. Se agitaron los tubos y se centrifugaron a 12000 x g 15 
min a 4ºC, tras lo que se traspasó la fase con el ARN a otro tubo. Se añadieron entonces 
0,5 ml de isopropanol y 1 l de glicógeno para precipitar el ARN. Una vez precipitado, 
se descartó la fase isopropílica y se lavó el ARN con alcohol al 75% y absoluto, de 
forma consecutiva. Una vez eliminados los restos de alcohol por evaporación, se 
resuspendió el pellet en 10 μl de agua. 
 Membrana sinovial 6.1.3
Para la extracción de ARN de la membrana sinovial, el tejido se congeló en nitrógeno 
líquido en el momento de su obtención y todo el procesado se realizó en hielo o a 4ºC 
para impedir la degradación del ARN. 
De cada muestra se utilizaron de 80 a 120 mg. Inicialmente se troceó manualmente con 
tijeras y posteriormente se procesó con el disgregador Ultra Turrax en Trizol®, hasta la 
completa disgregación macroscópica de la membrana. Los tubos se mantuvieron en 
agitación circular durante 20 min a 4ºC y se comenzó la separación de fases con 
cloroformo, utilizando el mismo protocolo previamente descrito en la extracción de 
ARN de condrocitos (véase apartado 6.1.2). 
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 Hueso subcondral 6.1.4
Para la extracción de ARN del hueso subcondral se siguió el Paso 1 de la extracción a 
partir de cartílago, tras lo que se continuó de la misma manera que en la extracción de 
ARN de los condrocitos. 
6.2. Cuantificación y medidas de calidad del ARN 
Se comprobó la pureza y concentración del ARN con un espectrofotómetro nanodrop y 
su integridad mediante un bioanalizador Agilent 2000. Con el espectrofotómetro se 
midieron las absorbancias (A) a 280 nm, 260 nm y 230 nm para valorar la concentración 
de ARN (A260), la contaminación con proteínas (razón A260/A280) y la contaminación 
con sales y/o alcoholes (razón A260/A230). Con el bioanalizador se valoró la integridad 
del ARN obtenido y se confirmó su concentración, en base a la definición de las bandas 
electroforéticas correspondientes a las subunidades ribosomales 5S, 18S y 28S, y a la 
intensidad de la fluorescencia emitida, respectivamente.  
6.3. Síntesis de ADN complementario 
Al ARN obtenido se le trató con 1,5 l por cada 500 ng de ARN de la enzima DNasa 
para eliminar el ADN genómico que pudiera contaminar la muestra. Para ello se incubó 
el ARN con la enzima durante 10 min a 37°C. Para la retrotranscripción en ADN 
complementario (ADNc) se utilizó el kit VILO™ y 500 ng de ARN (o bien todo el 
ARN disponible si la cantidad era menor de 500 ng) en cada reacción en un volumen 
total de 10 μl en el termociclador. 
6.4. Experimentos de qRT-PCR 
Los experimentos de PCR cuantitativa a tiempo real se realizaron en un LightCycler® 
480 Instrument, con LightCycler® 480 Probes Master y con sondas Taqman. Los 
cebadores utilizados se diseñaron utilizando la aplicación de Roche para diseño de 
ensayos (www.universalprobelibrary.com). Los ensayos seleccionados se detallan en la 
Tabla 3. Las reacciones de PCR consistieron en una pre-incubación (95ºC, 10 min), 
(hasta) 45 ciclos de amplificación incluyendo incubación (10 s a 95ºC), extensión (30 s 
a 60ºC) y enfriamiento (1 s a 72ºC), y una rampa final de enfriamiento (20 s a 40ºC). 
Cada reacción contenía 2 μl de ADNc, 5 μl de LightCycler® 480 Probes Master, 0,35 
μl de cebadores sentido y antisentido y 0,2 μl de sonda en una concentración de 200 
nM. 
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Los niveles relativos de expresión se calcularon utilizando el programa qBase+ 
(www.biogazelle.com/qbaseplus) y con un mínimo de 2 genes de referencia. 
Tabla 3: Lista de cebadores y sondas utilizados en los experimentos de qRT-PCR. 




















































































 Estabilidad de expresión de los genes de referencia 6.4.5
Para seleccionar los genes de referencia más apropiados, se realizaron análisis de 
estabilidad de expresión de una batería de 6 genes de referencia utilizando de 5 a 10 
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muestras de cada tipo utilizado (condrocitos, cartílago, hueso y membrana sinovial). Los 
genes valorados fueron hipoxantina-guanina fosforribosiltransferasa (hyponxanthine-
guanine phosphoribosyltransferase, HPRT1), proteína ribosomal L13A (ribosomal 
protein L13A, RPL13A), gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, GAPDH), proteína de unión a la caja TATA (TATA box 
binding protein, TBP), beta-actina (β-Act) y porfobilinógeno desaminasa (PBGD) 
(Tabla 4). Para determinar los genes de expresión más estables se utilizó el algoritmo 
geNorm (111) y los genes de referencia que se obtuvieron para cada tipo de muestra 
están detallados en la Tabla 5.  















































Tabla 5: Genes de referencia utilizados para los diferentes tipos de muestra. 
MUESTRA GENES DE REFERENCIA UTILIZADOS 
Condrocitos HPRT1 y TBP 
Cartílago HPRT1 y TBP 
 
Membrana sInovial HPRT1, TBP y RPL13A 
 
Hueso TBP, β-ACT y RPL13A 
T 
 
Materiales y Métodos    
58 
7. TINCIONES HISTOQUÍMICAS, INMUNOHISTOQUÍMICAS, 
INMUNOCITOQUÍMICAS Y DE INMUNOFLUORESCENCIA 
Para los distintos estudios histoquímicos e inmunohistoquímicos, los discos de cartílago 
se fijaron en paraformaldehído 3,7-4% durante 24 h, se deshidrataron con alcoholes de 
graduaciones crecientes (70º, 96º y absoluto) y se incluyeron en parafina. Para realizar 
las tinciones se obtuvieron secciones de 4 μm con un microtomo, se desparafinaron 
(10 min en estufa, 37ºC), se aclararon con xilol (10 min) y se rehidrataron en una 
secuencia de alcoholes decrecientes (absoluto, 10 min; 96º, 10 min y 70º, 10 min), 
seguido de 10 min en agua destilada. Una vez que las secciones estuvieron rehidratadas 
se procedió con los protocolos de las distintas tinciones. 
7.1. Hematoxilina-eosina 
La tinción de hematoxilina–eosina (H-E) permite valorar la estructura y morfología 
general de los tejidos. La eosina es un colorante ácido que tiñe estructuras del 
citoplasma y la hematoxilina es un colorante básico que tiñe el núcleo celular. 
Reactivos: 
- Eosina 0,7% en agua destilada. 
- Hematoxilina de Harris. 
Protocolo de tinción: 
Inmersión en hematoxilina de Harris durante 5 min. Tras ellos se realiza un lavado con 
agua destilada 5 min y de agua corriente. Se realiza una inmersión en eosina 1 min, se 
deshidratan con pases (lavados breves) en alcohol (96º y absoluto), lavado en xilol 
(10 min) y se montan DePex. El resultado es que los núcleos celulares se tiñen de azul y 
los citoplasmas de rosa. 
7.2. Tricrómico de Masson 
la tinción con tricrómico de Masson (TM) tiñe las fibras de colágeno, que tienen 
afinidad por los colorantes ácidos debido a su riqueza en grupos catiónicos.  
Reactivos: 
- Solución de alumbre férrico: Sulfato amónico férrico al 5% en agua destilada. 
- Solución de hematoxilina de Weigert: Se mezclan las soluciones A y B a partes 
iguales. 
 Solución A: 1g de hematoxilina férrica en 100 ml de alcohol absoluto. 
  Materiales y Métodos 
59 
 Solución B: 4 ml de cloruro férrico al 20% y 1 ml de ácido clorhídrico en 
95 ml de agua destilada. 
- Solución de ácido pícrico: Ácido pícrico a saturación en alcohol de 96º.  
- Solución de fucsina de Ponceau: 700 ml de la solución A y 450 ml de la B. 
 Solución A: 0,5 g de fucsina ácida, 1 ml de ácido acético que se enrasan 
a un litro con agua destilada. 
 Solución B: 1 g de Ponceau y 1 ml de ácido acético que se enrasan a un 
litro con agua destilada. 
- Ácido fosfomolibdínico al 1%. 
- Solución de azul de anilina: Ácido acético al 2,5% y azul de anilina a saturación. 
Protocolo de tinción: 
El portaobjetos se sumerge en el alumbre férrico durante 30 min, y tras ello en 
hematoxilina férrica de Weighert, durante 10 minutos para continuar con la solución de 
ácido pícrico 6 min. Tras ello, la preparación pasa por la fucsina de Ponceau 8 min, 
seguido de ácido fosfomolibdínico 5 min. Se continúa con el azul de anilina durante 
12 min. Tras el azul de anilina se lavan los portaobjetos en agua, se deshidratan con 
pases de alcohol hasta xilol y se montan con DePex. 
Cuando se utiliza este método el colágeno adquiere un color azul intenso, el tejido 
conjuntivo verde, los núcleos se tiñen de azul–negro y el citoplasma de rosa. 
7.3. Safranina O 
La safranina O (S-O) es un colorante que indica la presencia de glucosaminoglicanos 
sulfatados (tales como el condroitín sulfato y el queratán sulfato), haciendo que la 
muestra adquiera mayor o menor intensidad de rojo en función de la cantidad de 
glucosaminoglicanos presentes. 
Reactivos: 
- Ácido acético al 1%: 1 ml de ácido acético glacial en 99 ml de agua destilada. 
- Solución de safranina O al 0,1%: 0,1 g de safranina O en 100 ml de ácido 
acético glacial. 
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Protocolo de tinción: 
Los portaobjetos se sumergen en hematoxilina durante 7 min, tras lo cual se lavan 5 min 
en agua destilada y se pasan a la S- O durante 15 min. A partir de ahí se deshidratan, se 
aclaran y se montan con DePeX. 
Con esta tinción los núcleos se tiñen de negro y la MEC del cartílago se tiñe de 
tonalidad naranja-roja en función del contenido en glucosaminoglicanos, cuanto mayor 
contenido mayor es la intensidad de la tinción. 
7.4. Azul alcián – PAS 
Técnica de PAS 
Esta reacción oxida los tejidos mediante el ácido periódico, o a veces el ácido crómico, 
para aumentar el número de grupos carbonilo, es decir, grupos aldehídos o grupos 
cetónicos en los tejidos. Después se aplica el reactivo de Schiff que se une a esos grupos 
y los detecta. Por ejemplo, polisacáridos simples como el glucógeno, los 
mucopolisacáridos neutros y las mucoproteínas son compuestos PAS positivos, en 
cambio, los mucopolisacáridos ácidos (tales como el condroitin-4-sulfato y el ácido 
hialurónico) son PAS negativos. 
Técnica del azul alcián 
 El azul alcián (AA) es un colorante básico que se une a los grupos ácidos de los 
mucopolisacáridos ácidos, dando lugar a la formación de un compuesto salino entre 
ambos, sobre todo cuando el pH es suficientemente ácido. A un pH de 2,5, que es el que 
se ha utilizado, el azul alcián colorea los mucopolisacáridos ácidos, los sulfatados y los 
no sulfatados. En cambio, a un pH aproximado de 1, el azul alcián sólo colorea los 
mucopolisacáridos sulfatados y a un pH aproximado de 0,5 solamente los 
mucopolisacáridos ácidos sulfatados más ionizables. 
 Reactivos: 
- Solución de azul alcián: 1g de azul alcián en 97 ml de agua destilada y 3 ml de 
ácido acético glacial. 
- Ácido periódico al 0,5% en agua destilada. 
- Reactivo de Schiff. 
- Bisulfito sódico al 2% en agua destilada. 
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Protocolo de tinción: 
Los portaobjetos se sumergen en azul alcián durante 30 min, tras lo que se lavan en 
agua destilada y se cubren con ácido periódico durante 10 min. Se lavan de nuevo con 
agua destilada y se pasan al reactivo de Schiff de 10 min a 1 h dependiendo de la 
maduración del reactivo y, sin lavar, se pasan al bisulfito sódico, 10 min. Tras este paso 
se lavan en agua corriente caliente, después fría y se realiza una contra tinción con 
hematoxilina para posteriormente montar con DePeX. 
Con esta técnica, los mucopolisacáridos ácidos se tiñen de azul, los núcleos se observan 
en una tonalidad violácea y los mucopolisacáridos neutros presentan una tonalidad rosa 
fucsia debido a la reacción con PAS. 
7.5. Azul de toluidina 
El azul de toluidina (AT) es un colorante metacromático, es decir, que cambia de color 
al teñir determinadas estructuras. La estructura responsable del cambio recibe el nombre 
de cromotropa, para distinguirla de las restantes que se colorean normalmente 
(ortocromáticas). La metacromasia está ligada esencialmente a la presencia de cargas 
electronegativas dispuestas con un determinado patrón de densidad en la superficie de 
las estructuras cromotropas. La distancia mínima entre éstas debe ser de 0,5 nm.  
Reactivos: 
- Tampón acetato a pH 4,2: 
- Solución A: 2,7 g de acetato de sodio en 100 ml de agua destilada. 
- Solución B: 1,1 ml de ácido acético 0,5 M y 100 ml de agua destilada. 
- Mezclar 30 ml de la solución A (pH 4,2) y 90 ml de la solución B. 
- Solución al 0,2% de azul de toluidina en tampón a pH 4,2. 
- Solución acuosa al 4% de molibdato de amonio. 
Protocolo de tinción: 
Los portaobjetos se sumergen en AT 5 min y se lavan, primero con tampón de acetato 
acético a pH 4,2 y después con agua destilada. Después, se tratan con molibdato de 
amonio 10 min, se pasan por el alcohol, xilol y se montan con DePeX.  
Así el AT cambia su color azul por un color rojizo al contactar con los proteoglicanos, 
estructuras ricas en lugares aniónicos de la MEC. Sin embargo, los núcleos y los 
citoplasmas adquieren la propia tonalidad del colorante, resultando azules. 
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7.6. Tinciones inmunohistoquímicas 
En las secciones de cartílago también se realizaron IHQ para la detección de 
determinadas proteínas en el tejido. El protocolo se inicia así que el tejido está 
rehidratado. La zona del portaobjetos donde está el tejido se rodea con lápiz de aceite 
para concentrar los reactivos encima del tejido. A continuación se realiza, si es 
necesario en función del anticuerpo utilizado, un pretratamiento enzimático para la 
desenmascaración epítopo antigénica (Tabla 1), y se lava con PBS. Tras este lavado, se 
inhibe la peroxidasa endógena con la solución de bloqueo durante 10 min y se repite el 
lavado con PBS (10 min). Se incuba con el anticuerpo primario durante 1 h a 
temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se realizan tres lavados con PBS (10 min) y 
se procede a la incubación con el anticuerpo secundario o el polímero marcado del kit 
EnVision System-HRP (AEC) de Dako
 
1 h a temperatura ambiente. EnVision System, 
HRP es una técnica de tinción en dos pasos. Este sistema está basado en un polímero 
marcado con HRP (peroxidasa) que se conjuga con anticuerpos secundarios. El 
polímero marcado no contiene avidina ni biotina. En consecuencia, la tinción no 
específica resultante de la actividad de la avidina-biotina endógena queda eliminada o 
significativamente reducida. Tras este paso se realizan de nuevo tres lavados con PBS 
(10 min) y finalmente se revela la reacción con 3,3’-diaminobenzidina tetrahidroclorada 
(DAB; 1/50) durante 3-5 min, deteniendo la reacción con agua destilada. A 
continuación se pasan los portaobjetos por hematoxilina de Harris, 2 min, se vuelve a 
lavar en agua destilada y se deshidratan en una serie de alcoholes. Finalmente, se 
aclaran en xilol y se montan con DePeX. 
7.7. Tinciones inmunocitoquímicas 
Las células se fijaron en acetona a 4 ºC durante 10 min. Una vez fijadas, la acción de la 
peroxidasa endógena se bloqueó con la solución peroxidase blocking solution de Dako 
Real
TM
 durante 10 min a temperatura ambiente. A  con t inuac ión  se lavaron con 
una solución tampón de fosfato y se incubaron durante 1 h con el anticuerpo 
primario. Para determinar las interacciones antígeno-anticuerpo se utilizó el kit de 
EnVision System-HRP de Dako de igual manera que en el apartado anterior. 
Tras este paso, los portaobjetos se deshidrataron con alcoholes graduados, se 
aclararon en xilol y se montaron en DePex. En todos los casos se incluyó un control 
negativo al cual no se añadió el anticuerpo primario.  
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7.8. Visualización de la translocación nuclear de NFκB p65 mediante 
inmunofluorescencia 
Los condrocitos se sembraron en chamber-slides con 3·10
4
 c/p y se co-estimularon con 
5 ng/ml de IL-1 y las diferentes dosis de ambos compuestos de sulfuro (Fig. 11), tal 








Fig. 11: Esquema de la estimulación para el análisis de NFB.  
Todos los pocillos se estimularon con 5 ng/ml de IL-1 salvo el basal y el ctrl-. Se utilizó una 
chamber-slide para analizar cada uno de los compuestos de sulfuro. 
A los 45 min de la estimulación, los pocillos se lavaron con 500 l de PBS y se fijaron 
con paraformaldehído (4°C) y se siguió el siguiente protocolo:  
1. Lavar tres veces con PBS (pH 7,4) y dejar 5 min cada lavado. 
2. Pretratar con tritón al 3% durante 5 min. 
3. Lavar con H2O y PBS. 
4. Poner el anticuerpo de NFB, marcado con isotiocianato de fluoresceína 
(fluorescein isothiocyanate/ FITC), dilución 1:10, durante 8-12 h. 
5. Lavar con PBS tres veces, 5 min cada una. 
6. Teñir con 4’,6-diamidino-2-fenilindol (4’,6-diamidino-2-phenylindole, DAPI) 
con dilución 1:10000, media hora. 
7. Montar con glycergel. 
7.9. Análisis de las imágenes de microscopía 
Los portaobjetos se visualizaron por microscopia óptica o de fluorescencia en un 
microscopio Olympus Dx61 equipado con una cámara digital Olympus DP70 (Olympus 
España S.A., Barcelona) y utilizando el software analySIS (versión D; Olympus, 
Alemania).  
En alguno de los experimentos realizados también se utilizó el software ImageJ 
(http://imagej.nih.gov/ij/ ) para cuantificar la intensidad (positividad) de las tinciones en 













Materiales y Métodos    
64 
representativas de cada condición que se cuantificaron y se obtuvo la media de la 
positividad de ambas.  
Losporcentajes están calculados con n=2 y son el promedio de positividad por cada 100 
células cuando la tinción es intracelular y de la imagen general cuando la tinción 
también es extracelular. 
8. CUANTIFICACIÓN DE LA PRODUCCIÓN DE NO MEDIANTE LA 
REACCIÓN DE GRIESS 
La reacción de Griess es un ensayo químico que detecta la presencia de nitritos. Este 
método se basa en la reacción del analito (el sobrenadante de las células estimuladas) en 
medio ácido para formar una sal diazonio que, acoplada a las aminas aromáticas del 
reactivo de Griess, produce un colorante azo de color rosa (diazotización de Griess). 
Esta reacción de color se puede detectar por espectrofotometría (Fig. 12). 
IL-1β 
Curva de Calibrado 















Fig. 12: Cuantificación de NO mediante la reacción de Griess. 
A la derecha se encuentran los pocillos de la curva de calibrado, realizada por duplicado, y a la 
izquierda los de los sobrenadantes de las células por triplicado. Todos los pocillos están 
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Para realizar este estudio, los condrocitos se sembraron a una concentración de 5·10
4
 c/p 
en una placa de 96 pocillos en ME. Pasadas 24 h, se co-estimularon con 5 ng/ml de 
IL-1 y las diferentes dosis de uno u otro compuesto de sulfuro durante 48 h. A una de 
las condiciones no se le añadió ni IL-1β ni compuesto de sulfuro, estableciendo así la 
condición basal. A las 48 h se recogieron 50 μl de sobrenadante por pocillo de cada 
condición y se trasladaron a otra placa de 96 pocillos. A cada pocillo de esta placa se 
añadieron 50 l de reactivo de Griess. La placa se incubó durante 10 min en ligera 
agitación (para una buena mezcla del sobrenadante y el reactivo de Griess) y el 
resultado de la reacción colorimétrica se leyó a una densidad óptica de 570 nm. Cada 
condición se analizó por triplicado. Los datos de A obtenidos se convirtieron en 
concentración de nitritos utilizando una curva de calibrado realizada con 
concentraciones conocidas de nitrito sódico y analizada simultáneamente con las 
muestras a cuantificar. 
9. ENSAYOS INMUNOENZIMÁTICOS Y ELISAS 
La producción de la proteína PGE2 se cuantificó mediante un inmunoensayo específico 
con una sensibilidad de 40 pg/ml. La metodología de sembrado, estimulación y 
tratamiento fue la misma que para el análisis de la producción de NO, tras lo que se 
recogieron los sobrenadantes de cada una de las condiciones y se procedió al análisis de 
la PGE2 siguiendo el protocolo establecido por el fabricante para sobrenadantes 
celulares (Fig. 13). Los resultados obtenidos fueron analizados a una densidad óptica de 
630 nm y los datos obtenidos comparados con una curva estándar realizada con 














Fig. 13: Esquema de la técnica empleada para la detección de PGE2 en los sobrenadantes 
celulares.AC: Anticuerpo, TMB: tetramethilbenzidina 
Placa pre tratada 
con el AC 1º 
Adición de 50 l 
de AC 2º 
Adición de 50 l 
de la muestra 
Adición de 50 l 
del sustrato 
Se para la 
reacción y se 
mide a 450 nm 
Incubar 1h Incubar 30 min 
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También se estudiaron los niveles de la citoquina pro-inflamatoria IL-6 y de la MMP13 
producidos por condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH o GYY4137 
mediante ELISA.  
Reactivos: 
- Anticuerpo de captura (720 g/ml)  
- Anticuerpo de detección  
- Estándares  
- Estreptavidina- HRP (horseradish peroxidase/ Peroxidasa de rábano)  
- PBS 
- Tampón de lavado (0,05% Tween® 20 en PBS) 
- Diluyente (1% de albúmina bovina (BSA) en PBS) 
- Solución sustrato (1:1 Reactivo A y Reactivo B (R&D Systems # DY999)) 
- Solución de parada (2N H2SO4) 
 
Protocolo de ELISA: 
Primero se diluyó, como especifica el fabricante, el anticuerpo de captura en la solución 
de trabajo (4 g/ml de PBS) y se repartió en los pocillos que se iban a utilizar de la 
placa de 96 pocillos, que se incubó a temperatura ambiente toda la noche. 
Al día siguiente se realizaron tres lavados con tampón de lavado, se bloqueó durante 1 h 
con el diluyente y se volvieron a lavar los pocillos tres veces con el tampón de lavado. 
En ese momento, se añadieron 100 μl de nuestra muestra o de estándar en su pocillo 
correspondiente y se dejaron incubar 2 h a temperatura ambiente. Después de este 
tiempo se realizaron otros tres lavados con el tampón de lavado y se añadió en cada 
pocillo 100 μl del AC de detección. Se volvieron a realizar tres lavados y se incubó la 
placa con 100 μl por pocillo de estreptavidina durante 20 min en oscuridad. 
Se volvieron a lavar los pocillos, se incubaron otros 20 min en oscuridad con la solución 
sustrato y se paró la reacción con la solución de parada. A continuación, se leyeron los 
resultados a 450 nm y se referenciaron a la curva de calibrado realizada con las 
diluciones estándares aportadas en el kit, para obtener las concentraciones de IL-6 y 
MMP13 en los sobrenadantes celulares. 
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10. CUANTIFICACIÓN DE GLUCOSAMINOGLICANOS 
Para estudiar si los compuestos de sulfuro podían ejercer efectos protectores en la MEC 
del cartílago, se realizaron experimentos en los que se introdujeron discos de cartílago 
en medio de cultivo y se estimularon con IL-1β y NaSH o GYY4137. Los explantes de 
cartílago se prepararon con un sacabocados de biopsia y se incubaron en ME durante 24 
h para su estabilización. Se estimularon entonces con 5 ng/ml y NaSH o GYY4137 (200 
o 1000 μM) y se incubaron durante 21 días en placas de 24 pocillos en una proporción 
de dos explantes por pocillo en 500 μl de medio. Los días 3, 7, 10, 14 y 21 de cada 
experimento se retiraron y congelaron los sobrenadantes, para analizarlos 
posteriormente, y se renovaron los medios con los estímulos. Estos experimentos se 
realizaron con cartílago de 4 donantes OA y 2 donantes normales. 
La cuantificación de GAGs se realizó, tanto en los sobrenadantes como en los explantes 
de cartílago, mediante el kit comercial Blyscan sulfated glycosaminoglycan assay que se 
basa en la formación de complejos entre los GAGs y el reactivo de color 1,9-azul de 
dimetilmetileno. 
Reactivos 
- Dye reagent  
- Glycosaminoglycan standard (100 μg/ml)  
- Agente de disociación 
Curva de calibrado 
Se prepararon unas diluciones estándar con una concentración conocida de GAGs a 
partir del estándar del kit utilizando, tal y como recomienda el protocolo, 
concentraciones de 0, 1, 2, 3, 4, y 5 μg de GAGs y enrasando hasta 100 μl de agua 
destilada en tubos de 1,5 ml. 
Protocolo en sobrenadantes 
Los 500 μl de cada sobrenadante congelado de cada tiempo se mezclaron (resultando un 
total de 2,5 ml) y se utilizaron 20 μl de esa mezcla para realizar el análisis, enrasando a 
100 μl con agua destilada. Se añadió a cada tubo 1 ml de dye reagent, se agitó la mezcla 
durante 30 min y se centrifugó a 12.000 x g durante 10 min. A continuación, se retiró el 
sobrenadante, observando la aparición de un precipitado morado en el fondo del tubo. 
Se añadieron 500 μl de agente de disociación aportado en el kit, para disolver el 
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precipitado y se volvió a centrifugar. Entonces se traspasaron 200 μl (por duplicado) a 
una placa de 96 pocillos para su lectura en el espectrofotómetro a 656 nm. Los 
resultados se expresaron en μmoles de GAGs por g de tejido en relación con los valores 
obtenidos en la curva estándar. 
Protocolo en explantes de tejido 
Al terminar cada experimento se recuperaron los explantes de cartílago. Cada disco se 
dividió en dos y una mitad se utilizó para realizar tinciones histoquímicas e 
inmunohistoquímicas tras su inclusión en parafina y la otra para la cuantificación de 
GAGs. Cada mitad de tejido utilizado para este protocolo se pesó en húmedo y los 
resultados se expresaron, como recomienda el fabricante del kit, en μg de GAG/mg de 
peso húmedo. El tejido se deshidrató completamente en una SpeedVac y se realizó una 
digestión con 1 ml de disolución de papaína durante 18 h. La disolución de papaína se 
preparó mezclando 50 ml de tampón buffer fosfato, 400 mg de acetato de sodio, 200 mg 
de EDTA, 40 mg de cisteína HCl y 5 mg de papaína. Tras el tiempo de digestión, se 
comprobó que el cartílago estaba totalmente digerido y la solución se centrifugó para 
recoger el sobrenadante. A partir de aquí se siguió el mismo protocolo que para los 
sobrenadantes. 
Para analizar los resultados obtenidos de GAGs se consideró que la suma de la cantidad 
de GAGs en tejido y la cantidad de GAGs en los sobrenadantes suponía el 100% de la 
cantidad de GAGs y se transformaron los resultados en % de GAGs retenido en el tejido 
y % de GAGs liberados al sobrenadante, respectivamente. 
11. MÉTODOS: ANÁLISIS DE ROS MEDIANTE CITOMETRÍA DE FLUJO 
Para este estudio se cuantificaron los niveles de O2
-
, utilizando el fluoróforo 
mitocondrial Mitosox
TM
Red, que reacciona de forma específica con este anión. 
Para estos experimentos primero se utilizó una línea de condrocitos inmortalizados, la 
T/C-28a2, ya que el número de células a utilizar era muy elevado. Una vez comprobado 
que el modelo de estudio era adecuado, se realizó con condrocitos de cultivo primario. 
Para ambos casos, las células se sembraron a razón de 3·10
5
 c/p en placas de seis 
pocillos con ME. Tras un periodo de aclimatación de 24 h, se estimularon con las 
concentraciones de GYY4137 y NaSH las células T/C-28a2 y sólo con GYY4137 los 
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condrocitos de cultivo primario. En cada caso, dos pocillos no se estimularon y otro se 
utilizó como control positivo, estimulándolo con H2O2. 
Todos los estímulos se dejaron 15 min en medio HBSS sin calcio y sin magnesio en 
estufa a 37°C. Pasados los 15 min, se les añadió el MitosoxRed a todos los pocillos en 
una concentración 5 M, salvo a uno de los pocillos sin estimular que se utilizó para 
definir la población celular en el citómetro de flujo.  
Pasados 10 min de la adición del MitosoxRed, las células se lavaron con suero salino, 
se recogieron utilizando tripsina 2x para separarlas de las placas y tras neutralizar la 
tripsina y centrifugar las células a  450 x g durante 10 min, se resuspendieron en PBS 
frío y se analizaron en el citómetro de flujo. Los resultados se procesaron con el 
programa CellQuest. 
12. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS DATOS 
Todos los experimentos, salvo que se indique lo contrario, se realizaron con tejido o 
células de al menos tres donantes diferentes (n≥3) y con duplicados o triplicados 
técnicos en cada experimento. Los resultados están expresados como media ± error 
estándar (EE)  o como media e intervalos de confianza superior e inferior de las réplicas 
biológicas. En los experimentos de qRT-PCR, las gráficas se representan como datos 
individuales pero los valores de expresión relativa se calcularon con el software qBase 
+ con la media geométrica de todos ellos y están expresados como la media geométrica 
± EE. En este caso el análisis estadístico también se realizó con el software qBase+. 
Para el resto de los experimentos, el análisis estadístico se realizó con el software R 
(versión 2.15.2). Para los diferentes datos se realizaron análisis se varianza (ANOVA) 
de una vía seguidos de un test Tukey de comparaciones múltiples, excepto en el caso de 
que no pasaran el test de normalidad (Shapiro-Wilk) o el de homocedasticidad (test de 
Bartlett o de Levene). En todos los casos, las diferencias se consideraron significativas 
cuando p<0.05. En el caso de los resultados obtenidos para las diferentes 
concentraciones de H2S en suero y la biosíntesis de H2S en cartílago se realizaron 
analisis de varianza univariante siendo el padecer o no OA la variable independiente y la 
edad y el sexo de los donantes como cofactores, para descartar las influencias de estos 
últimos parámetros en los resultados obtenidos En estos casos se realizó una prueba no 
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1. PRODUCCIÓN ENDÓGENA DE SULFURO DE HIDRÓGENO EN LA 
ARTICULACIÓN 
1.1. Cuantificación de la concentración de sulfuro de hidrógeno en sueros 
Como se describe en el apartado de material y métodos, el H2S se midió utilizando un 
electrodo ión selectivo y los resultados, obtenidos en mV, se compararon con una curva 
de calibrado obtenida con estándares de concentración de H2S conocida. 
El suero obtenido de pacientes con OA contenía unos niveles de H2S (mediana [cuantil 
25-cuantil 75]) de 45,02 [20,9-79,3] μM frente a 68,9 [16,4-95,1] μM en los pacientes 
sanos (Tabla 6 y Fig. 14). ). Los datos demográficos de estos donantes están incluidos 
en la Tabla 7. Se realizó un análisis de varianza univariante y no se encontraron 
diferencias significativas entre los dos grupos OA y N (p=0.678). Dado que las medias 
de edad de los dos grupos son bastante diferentes, para descartar que fuera un factor que 
influyera en los resultados se incluyó la edad junto con el sexo, como co-variables en el 
análisis univariante. El resultado fue que ninguno de estos dos parámetros tuvo una 
influencia significativa (p=0,783, p=0,589, respectivamente) en el resultado. 
Tabla 6: Concentración (M) de H2S en suero normal y OA (media ± EE). 
M h2s en suero sanguíneo 
Media ± EE Mediana [cuantil 25-cuantil 75] 
OA (n=38) N (n=28) OA (n=38) N (n=28) 
56,48 ±7,24  72,18 ±10,66 45,02 [20,9-79,3] 68,9 [16,4-95,1] 
 
 
Tabla 7: Datos demográficos de los donantes de suero sanguíneo para cuantificar H2S. 
 Pacientes OA (n=38) Donantes N (n=28) 
Edad media en años (rango) 68,3 (51, 92) 33,2 (23, 68) 































Fig. 14: Concentración de H2S en sueros de pacientes OA y de donantes sanos. 
Esta figura representa la mediana, los cuartiles 1 (25%) y 3 (75%) (cajas) y los máximos y 
mínimos de la concentración de H2S en suero de pacientes con OA a la izquierda y sanos a la 
derecha. 
1.2. Biosíntesis de sulfuro de hidrógeno en cartílago 
Los resultados que se obtuvieron de mediciones de H2S liberado de discos de cartílago 
de 6 mm de diámetro están en la Tabla 8 y en la Fig. 15. Los datos demográficos de los 
donantes de tejido están en la Tabla 9. Igual que para los datos en los sueros, se realizó 
un análisis de varianza univariante con la condición patológica (OA o sano), como 
variable independiente y el sexo y la edad como co-variables, para ver si podían tener 
alguna influencia sobre el resultado del análisis. Aquí sí que se observaron diferencias 
entre los valores obtenidos del cartílago OA (n=14) y del sano (n=6), siendo 
significativamente más bajos los niveles del primero. De nuevo, ni el sexo ni la edad 
influyeron de forma significativa en este resultado (p=0.556, p=0.798, respectivamente). 
 
Tabla 8: Biosíntesis (moles/mg de tejido) de H2S en cartílago normal y OA (media± EE)  
* p<0,05. 
M H2S por mg de tejido 
Media ± EE 
OA N 





















  Sulfuro de hidrógeno endógeno 
75 
Tabla 9: Datos demográficos de los donantes de cartílago para cuantificar el de H2S. 
 Pacientes OA Donantes sanos 
Edad media en años (rango) 75,2 (53, 96) 73,2 (67, 80) 


























Fig. 15: Biosíntesis (moles/mg de cartílago) de H2S en cartílago procedente de pacientes 
OA y sanos.  
Esta figura representa la mediana, los cuartiles 1 (25%) y 3 (75%) y los máximos y mínimos de 
la producción de H2S en cartílago de pacientes con OA a la izquierda y sanos a la 
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1.3. Análisis de la expresión génica de las enzimas de síntesis de sulfuro de 
hidrógeno en cartílago, membrana sinovial y hueso subcondral 
 Cartílago 1.3.1
Se comparó la expresión génica de las tres enzimas relevantes en la síntesis de H2S en el 
organismo, en cartílago OA frente a cartílago N (Fig. 16). En este análisis se observó 
que los niveles de expresión de CTH en el cartílago OA (n=15) y el cartílago N (n=4) 
fueron similares (Fig. 16b), y que la expresión génica de CBS fue ligeramente inferior 
en el cartílago OA (n=15), aunque esta diferencia no fue estadísticamente significativa 
(Fig. 16a).  
Lo más relevante fue la diferencia encontrada en la expresión génica de MPST, la 
enzima mitocondrial, que en cartílago OA (n=14) se encuentra significativamente 
disminuida, casi en un 80% (Fig. 16c), respecto a la expresión en el cartílago N (n=4). 
 Membrana sinovial 1.3.2
Igual que en cartílago, se comparó la expresión génica de las tres enzimas relevantes en 
la síntesis de H2S en membrana sinovial procedente de articulaciones OA (n=6) frente a 
las procedentes de articulaciones sanas (n=3). En este análisis no se encontraron 
diferencias significativas en la expresión génica de ninguna de las tres enzimas, CBS, 
CTH o MPST, p>0.05 (Fig. 17). 
 Hueso subcondral 1.3.3
Los resultados en hueso subcondral fueron similares a los encontrados en membrana 
sinovial, ya que no se encontraron diferencias significativas en la expresión génica de 
















Fig. 16: Expresión génica de las enzimas CBS (a) CTH (b) y MPST (c) en cartílago OA 




















































































































































Fig. 17: Expresión génica de las enzimas CBS (a) CTH (b) y MPST (c) en membrana 











































































Fig. 18: Expresión génica de las enzimas CBS (a), CTH (b) y MPST (c) en hueso 
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1.4. Análisis inmunohistoquímico de las enzimas de síntesis de sulfuro de 
hidrógeno en cartílago 
Los resultados de las IHQ de las enzimas en cartílago articular confirmaron los datos 
obtenidos en el estudio de la expresión génica. Sin embargo, en la valoración de estos 
datos e imágenes hay que tener en cuenta que el anticuerpo utilizado se localiza, según 
el fabricante, únicamente de manera intracelular, por lo que solamente se analizó su 
positividad dentro de los condrocitos. Estas imágenes se cuantificaron haciendo doce 
fotografías de cada preparación y se cuantificaron solamente 5 células en cada imagen, 
por lo que los datos de la Tabla 10 son la media ± EE de 60 células. 
Según nuestras preparaciones, la enzima CBS parece ser la más escasa de las tres en el 
cartílago. Aun así, encontramos una clara expresión dentro de los condrocitos y, aunque 
la diferencia no es significativa, en el cartílago OA parece que existe una tendencia a 














Fig. 19: Imágenes representativas de la IHQ  de CBS en cartílago sano (a) y OA (b). 
Las imágenes de la izquierda están tomadas a 20x y la barra de calibración representa 100 m. 
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En cuanto a la enzima CTH, también se observa patrón similar al encontrado en la 
expresión génica ya que según la cuantificación los niveles de esta enzima son similares 





















Fig. 20: Imágenes representativas de la IHQ de CTH en cartílago sano (a) y OA (b). 
Las imágenes de la izquierda están tomadas a 20x y la barra de calibración representa 100 m. 
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Por último, de nuevo encontramos diferencias significativas en los niveles de la enzima 
MPST. Ésta está presente en cartílago sano en una proporción similar a la CTH, sin 






















Fig. 21: Imágenes representativas de la IHQ de MPST en cartílago sano (a) y OA (b). 
Las imágenes de la izquierda están tomadas a 20x y la barra de calibración representa 100 m. 
Las  de la derecha están tomadas a 100x y la barra de calibración representa 20 m. 
 
Tabla 10: Porcentaje de positividad medio de las enzimas a nivel intracelular en cartílago 
sano y OA. 





CBS 6,60 ± 4,03 4,38 ± 1,30 
CTH 12,18 ± 2,02 12,92 ± 4,14 
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2. EFECTOS DEL SULFURO DE HIDRÓGENO EXÓGENO 
En este apartado se estudiaron los efectos de los compuestos de sulfuro sobre diversos 
parámetros celulares. El objetivo era, por un lado, comprobar que los compuestos no 
son tóxicos para las células y por otro, ver si al simular las condiciones inflamatorias a 
las que están sometidos los condrocitos en la articulación OA los compuestos de sulfuro 
pueden ejercer efectos anti-inflamatorios, anti-catabólicos y/o anti-oxidantes. Esto se 
hizo co-estimulando las células con IL-1β y las distintas concentraciones de los 
compuestos de H2S (ver Tabla 2). 
2.1. Efecto de los compuestos de sulfuro de hidrógeno sobre la viabilidad celular 
Los efectos de la adición de los compuestos de H2S, NaSH y GYY4137 sobre la 
viabilidad de los condrocitos articulares OA se evaluaron con el método alamarBlue®. 
Los valores obtenidos (n=3) se normalizaron con respecto a las condiciones basales a 
las que se les adjudicó un valor del 100%. No se observó ninguna diferencia 
significativa entre la viabilidad de las células en la condición basal y la de las células 
expuestas a las diferentes concentraciones de ambos compuestos de sulfuro, NaSH y 
GYY4137 (p>0,05) (Tabla 11).  
Tabla 11: Viabilidad de los condrocitos expuestos a NaSH o GYY4137 medida con el 
método alamarBlue®. Los resultados se presentan como la media con un intervalo de 










Concentración de NaSH o GYY4137 
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2.2. Efecto de los compuestos de sulfuro de hidrógeno sobre la morfología celular 
Para estudiar el efecto de los compuestos de H2S sobre los cambios morfológicos 
inducidos por la estimulación con IL-1β, se realizó una tinción con H-E  (Fig. 22). Para 
ést,o los condrocitos se sembraron en chamber-slides y se estimularon con IL-1β y los 
compuestos de H2S, tal como se describió en Material y Métodos. Se pudo observar que 
al estimular los condrocitos con IL-1β se produjo un cambio en su morfología. Se 
observó una reducción en su tamaño y una tendencia a replegarse ocupando menos 
superficie de cultivo, (Fig. 22b). Con los tratamientos de sulfuro se moderan estos 
cambios morfológicos, incluso hasta casi desaparecer en las concentraciones más 
elevadas (Fig. 22 k-l). Se observó, por tanto, un efecto protector dosis-dependiente y 





























Fig. 22: Tinción de H-E de condrocitos co-estimulados con IL-1β y las diferentes 
concentraciones de los compuestos de sulfuro.  
Se observa el efecto de la IL-1β en la morfología de los condrocitos (b) frente a la condición 
basal (a) y comprobamos como a mayor concentración de NaSH (c, d, e, f y g) o GYY4137 (h, 
i, j, k y l) este cambio morfológico va desapareciendo. Fotos hechas a 20 x, la escala 
representada en la imagen a representa 100 µm. 
 
a) Basal b) IL1 c) IL1 + NaSH 50 M d) IL1 + NaSH 100 M 
e) IL1 + NaSH 200 M f) IL1 + NaSH 500 M g) IL1 + NaSH 1000 M h) IL1 + GYY4137 50 M 
i) IL1 + GYY4137 100 M j) IL1 + GYY4137 200M k) IL1 + GYY4137 500 M l) IL1 + GYY4137 1000 M 
100 µm 
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2.3. Efectos del sulfuro de hidrógeno sobre el estrés oxidativo 
 Efecto sobre las especies reactivas de nitrógeno  2.3.1
Efecto sobre los niveles de óxido níttrico 
Se cuantificó la producción de NO en condrocitos OA y normales co-estimulados con 
IL-1β y NaSH o GYY4137 (Tabla 2), utilizando el reactivo de Griess. Como era de 
esperar la estimulación con IL-1β provocó un aumento de la producción de NO en 
ambos tipos de células (Fig. 23). Respecto a los efectos de los compuestos de H2S en las 
células OA (n=7) se pudo observar para el compuesto NaSH un descenso significativo 
para las concentraciones de 200, 500 y 1000 M respecto a la condición con sólo IL-1  
(Fig. 23a). Y lo mismo ocurrió con el GYY4137 con las condiciones 100, 200, 500 y 
1000 M  (Fig. 23b). Cuando comparamos estos resultados con los obtenidos al realizar 
el mismo experimento en condrocitos obtenidos de pacientes sanos (n=3), observamos 
que, si bien hay una menor cantidad de NO de forma basal, la estimulación con IL-1 
(Fig. 23a) también produce un aumento significativo de la producción de óxido nítrico 
en estas células. El efecto del NaSH sobre este aumento es evidente, pero no es 
estadísticamente significativo, mientras que los efectos de GYY4137 (Fig. 23b) son 
similares a los observados en condrocitos OA, con un descenso dosis-dependiente y 
significativo en las concentraciones de 200, 500 y 1000 M.  
Efecto sobre la expresión y síntesis de la enzima inducible sintasa del óxido nítrico 
La expresión de ARN mensajero (ARNm) de iNOS se cuantificó por qRT-PCR en 
condrocitos OA (NaSH n=4, GYY4137 n=5) (Fig. 24 a y b). Correspondiéndose con los 
efectos encontrados en los niveles de NO, la estimulación con IL-1 supuso un aumento 
en la expresión génica de iNOS y la administración de las diferentes concentraciones de 
los compuestos que producen sulfuro de hidrógeno atenuó visiblemente está 
sobreexpresión de manera dosis dependiente, siendo las concentraciones más elevadas 
las más efectivas. Sin embargo este efecto no resultó significativo en el análisis 
estadístico debido a las diferencias de expresión entre los diferentes donantes a pesar de 
que la tendencia era la misma en todos.  
Para comprobar que esta disminución en la expresión de ARNm se continuaba con una 
disminución en la síntesis de la proteína se realizaron inmunocitoquímicas de iNOS 
(n=3) en condrocitos OA (Fig. 25). Con esta técnica pudimos observar de nuevo un 
aumento de iNOS en la condición con IL-1 (Fig. 25b) y cómo sus niveles se atenuaban 
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al administrar NaSH (Fig. 25 c, d, e, f y g) o GYY4137 (Fig. 25 h, i, j, k y l). 
Curiosamente en este caso mientras que GYY4137 se mostró marcadamente efectivo a 
partir de 100 M, NaSH mostró su mayor efectividad con la concentración de 100 M, 





































Fig. 23: Cuantificación de los niveles de NO2
-
 en condrocitos OA y N estimulados con IL-1β 
(5 ng/ml) y las distintas concentraciones de NaSH o GYY4137.  
Se observó una reducción dosis-dependiente al aumentar la concentración de NaSH (a) y 
GYY4137 (b). *p<0,05 con respecto a IL-1 en condrocitos OA. # p<0,05 con respecto a IL-1 
en condrocitos normales. 
 


























































Fig. 24: Expresión génica de iNOS de los donantes individuales de condrocitos OA 
estimulados con IL-1 y NaSH o GYY4137. 
a) NaSH, b) GYY4137. Todas las condiciones están normalizadas al basal al que se le ha 
























































































Fig. 25: Imágenes representativas de las ICQ de iNOS en condrocitos OA. 
Se observa una mayor expresión de iNOS en la condición con IL-1 (b) con respecto a la basal 
(a) y ambos compuestos, pero sobretodo GYY4137 (h, i, j, k y l) reducen esta expresión. En 
cada esquina inferior izquierda de cada foto se representa la positividad en porcentaje de iNOS. 







a) Basal 20X b) IL-1 20X c) IL-1 + NaSH 50 M d) IL-1 + NaSH 100 M 
e) IL-1 + NaSH 200 M  f) IL-1 + NaSH 500 M  g) IL-1 + NaSH 1000 M  h) IL-1 + GYY4137 50 M 
i) IL-1 + GYY4137 100 M  j) IL-1 + GYY4137 200 M  k) IL-1 + GYY4137 500 M  l) IL-1 + GYY4137 1000 M  
8,6 ± 3,4 15,7 ± 5,8 11,5 ± 4,4 4,2 ± 2,3 
14,8 ± 6,0 12,4 ± 1,2 13,9 ± 6,6 10,5 ± 2,9 
0,7 ± 0,1 1,5 ± 0,4 3,0 ± 2,0 2,0 ± 2,2 
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 Efecto sobre las especies reactivas de oxígeno 2.3.2
Las propiedades anti-oxidantes de los compuestos de H2S se estudiaron utilizando 
citometría de flujo. En estos experimentos las células se estimularon únicamente con los 
compuestos de sulfuro y se estudió la producción de ROS con el fluoróforo 
MitosoxRed. Se realizaron unos experimentos preliminares (n=3) utilizando la línea 
celular T/C-28a2, con la que se obtuvieron los siguientes resultados (Fig. 26): 
- Los niveles basales del O2
-
 se ven reducidos con la administración de GYY4137, 
pero no con el compuesto NaSH. 
- Además, la reducción de ROS con GYY4137 parece ser dosis dependiente 
alcanzando un efecto techo en 500 M. 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con la línea celular, se estudiaron a 
continuación los efectos de solamente GYY4137 (50, 100, 200, 500 y 1000 M) sobre 
los cultivos primaros de condrocitos OA. Los resultados se presentan en la Fig. 27. Se 
encontró, al igual que con la línea celular, una reducción dosis dependiente del O2
-
 que 



















Fig. 26: Fluorescencia para el anión superóxido en la línea celular inmortalizada de 
condrocitos TC28a2. 
La línea celular fue estimulada con las diferentes concentraciones de los compuestos de sulfuro 
y la fluorescencia correspondiente con los niveles de O2








































M de NaSH o GYY4137 




































Fig. 27: Fluorescencia para el anión superóxido en condrocitos OA estimulados con 
diferentes concentraciones de GYY4137 frente a la condición basal. 
n=6, *p<0,01 respecto a la condición basal. 
2.4. Efecto de los compuestos de H2S sobre marcadores de inflamación 
 Efecto sobre la producción de la citoquina IL-6 2.4.1
Los niveles de proteína analizados mediante ELISA mostraron, como se esperaba, un 
aumento significativo de la IL-6 con respecto al basal en la condición estimulada con 
IL-1 (Fig. 28). La co-estimulación con ambos compuestos de H2S revirtió este 
aumento. En el caso de GYY4137 se observó un efecto dosis dependiente que a 
concentraciones iguales o superiores a 200 M resultó significativo, mientras que NaSH 
con 50  ya se alcanzó una reducción significativa produciéndose un efecto techo ya a 
















Fig. 28: Niveles de IL-6 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH o GYY4137.  
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Los resultados obtenidos respecto a la liberación de la proteína a los sobrenadantes 
celulares se correspondieron con los resultados encontrados en la expresión de ARNm 
(Fig. 29). En este análisis se comprobó como la IL-1 aumentó la expresión génica de 
IL-6 y la co-estimulación con NaSH y GYY4137 supuso un descenso dosis dependiente 
con un resultado estadísticamente significativo para la concentración de 1000 M de 
ambos compuestos de sulfuro, con la que podemos observar que la expresión génica se 
acerca a la encontrada en el basal. 
 
 
Fig. 29: Expresión génica de IL-6 en condrocitos OA estimulados con IL-1 y NaSH (a) o 
GYY4137 (b). Todas las condiciones están normalizadas al basal al que se le ha adjudicado un 
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 Efecto de los compuestos de sulfuro de hidrógeno sobre la producción de PGE2 2.4.2
y sus enzimas de síntesis  
La producción de PGE2 en las células estimuladas con IL-1β, se cuantificó en 
sobrenadantes celulares utilizando un ensayo inmunoenzimático específico (n=3). 
También se cuantificó la expresión génica de sus principales enzimas de producción, 
COX-1, COX-2 y PTGES en las células. Éstas se sembraron y se estimularon como se 
especificó en la Tabla 2. 
Los niveles basales de PGE2 en los condrocitos OA fueron de 0,25 (0,13-0,36) ng/ml. La 
estimulación con IL-1β produjo un incremento de esta proteína hasta 64,72 (41,78-
87,66) ng/ml. Las diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 añadidas a las 
células junto con IL-1β supusieron una disminución significativa respecto a las células 
estimuladas únicamente con la IL-1β (Fig. 30).  
 
 
Fig. 30: Niveles de PGE2 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH o 
GYY4137.*p <0,05 con respecto a IL-1. Se puede observar como la co-estimulación de NaSH 
y GYY4137 con la IL-1 evita el aumento de la PGE2.  
En cuanto a la expresión de ARNm de las dos enzimas involucradas en la síntesis de la 
PGE2, en condiciones patológicas, se encontró una importante reducción dosis 
dependiente para COX-2, respecto al incremento que se observó al estimular con IL-1. 
Concretamente, el valor de la inducción de COX-2 con la IL-1 fue 97,5 (19,5-487,9) 
veces la expresión basal, disminuyendo esta expresión hasta retornarla a valores 
próximos a los basales 12,0 (1,6-89,13) y 7,6 (0,4-142,1) al co-estimular con NaSH y 




























































































indujo un incremento de la expresión génica de PTGES (68,5 (19,8, 236,7) vs. Basal) 
mostrando 1000 μM NaSH y GYY4137 unos valores considerablemente más reducidos 
























Fig. 31: Expresión génica de COX-2 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH  
(a)o GYY4137( b). Todas las condiciones están normalizadas al basal al que se le ha adjudicado 



















































Fig. 32: Expresión génica de PTGES en condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH 
(a) o GYY4137 (b). 
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Al analizar la expresión génica de la enzima fisiológica COX-1, (n=5), se observó un 
descenso al estimular los condrocitos con IL-1 que se revirtió parcialmente al añadir 
los compuestos de H2S (Fig. 33), aunque las diferencias no fueron significativas. 
  
 
Fig. 33: Expresión génica de COX-1 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1 y NaSH 
(a) o GYY4137 (b). 
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2.5. Visualización de la translocación de NFB p65 por inmunofluorescencia. 
Dado que la activación del factor de transcripción NFB es una de las principales rutas 
de iniciación de la cascada de la inflamación, nos planteamos si los compuestos de 
sulfuro podrían ejercer los efectos anti-inflamatorios que acabamos de ver a través de 
una inhibición de la activación de esta ruta. Por ello se realizó un ensayo de 
inmunofluorescencia para comprobar si los compuestos de sulfuro afectaban a la 
translocación nuclear de la unidad p65 de NFB. Lo que pudimos observar, plasmado 
en la Fig. 34, fue lo siguiente: 
- En la condición basal (Fig. 34a) la subunidad p65 se encuentra principalmente 
en el citoplasma de las células, y la estimulación con 5 ng/ml de IL-1 
(Fig. 34b) produce una clara translocación al núcleo celular, donde se observa un 
aumento de la fluorescencia. 
- La co-estimulación con las diferentes concentraciones de los compuestos de H2S 
(NaSH Fig. 34 c, d, e, f y g y GYY4137 Fig. 34 h, i, j, k y l) produjo una 
reducción en la intensidad de fluorescencia en el núcleo celular, aunque no se 
alcanzó la fluorescencia de la condición basal. 
Por tanto los efectos anti-inflamatorios del H2S están mediados, como mínimo a través 
















































Fig. 34: Efecto de las diferentes concentraciones de H2S de NaSH y GYY4137 sobre la 
localización intracelular de la subunidad p65 de NFB.  
Las imágenes están tomadas en zonas representativas de los pocillos de la chamber-slide a 20x, 
y con los mismos parámetros de fluorescencia. 
.
a) Basal b) IL-1 c) IL-1 + NaSH 50 M 
d) IL-1 + NaSH 100 M e) IL-1 + NaSH 200 M f) IL-1 + NaSH 500 M 
g) IL-1 + NaSH 1000 M h) IL-1 + GYY4137 50 M i) IL-1 + GYY4137 100 M 
j) IL-1 + GYY4137 200M k) IL-1 + GYY4137 500 M l) IL-1 + GYY4137 1000 M 
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2.6. Efectos de los compuestos de sulfuro de hidrógeno sobre el desequilibrio 
anabólico-catabólico en la artrosis 
Tras estudiar las propiedades anti-inflamatorias y anti-oxidantes de los reactivos de H2S, 
en este apartado nos propusimos estudiar sus propiedades anti-catabólicas y 
pro-anabólicas en condrocitos OA, y sus posibles propiedades como protectores frente a 
la destrucción de la MEC en cartílago. Para lo primero, se estudiaron los efectos sobre 
la expresión génica de marcadores de catabolismo y anabolismo en los cultivos 
celulares. En la segunda parte se realizaron experimentos con explantes de cartílago in 
vitro y estimulados también con IL-1β y los compuestos de H2S, y se analizó la 
liberación de GAGs utilizando un kit comercial. También se examinó el estado final de 
la MEC a los 21 días utilizando diversas tinciones histoquímicas e IHQ.  
 Efectos de los compuestos de sulfuro de hidrógeno sobre la producción de las 2.6.1
metaloproteasas de matriz MMP1, MMP3 y MMP13  
Dado su papel en la destrucción de la matriz cartilaginosa, se seleccionaron como 
marcadores de catabolismo en el cartílago OA las MMPs de matriz 1, 3 y 13. 
Inicialmente, se analizó su expresión génica por qRT-PCR en condrocitos OA 
estimulados tal como se describió en la Tabla 2. Este análisis reveló, por un lado, que la 
IL-1 produce un aumento significativo de las tres MMPs a las 48 h de estimulación, 
siendo este efecto más llamativo en MMP1 y MMP3 (Fig. 35 y 36a y Fig. 35 y 36b). Por 
otro lado, la co-estimulación con NaSH y GYY4137 tuvo, a su vez, un efecto similar en 
estas dos MMPs. Se observó un cierto efecto protector exclusivamente a partir de 
concentraciones de 200 M y siendo la dosis más efectiva para ambos compuestos la 
más elevada. 
Para la MMP13, sin embargo, el efecto del H2S en su expresión génica es marcadamente 
dosis dependiente (Fig. 35 y 36c). En el caso de NaSH, se produjo un descenso muy 
marcado con 50 M, 100 M y 200 M (20, 40 y 60% respectivamente), en cambio al 
aumentar a 500 y 1000 M sólo se consiguió un 5% y 10% de reducción adicional. Por 
el contrario, con GYY4137 se observó poca diferencia entre las concentraciones de 50, 
100 y 200 M en las que hubo un descenso de entre el 20 y 30% respecto a IL-1, 
mientras que con 500 M y 1000 M se acentuó y la expresión génica de MMP13 
disminuyó un total de 60 y 80% respectivamente. En el caso de las dos concentraciones 
de 1000 M las diferencias fueron significativas.  










































Fig. 35: Expresión génica de MMP1 (a.1), MMP3 (b) y MMP13 (c), de cada uno de los 
donantes en condrocitos OA estimulados con IL-1 y NaSH (a.1, b.1, y c.1). Todas las 







































































































































































Fig. 36: Expresión génica de MMP1 (a), MMP3 (b) y MMP13 (c), de cada uno de los 
donantes en condrocitos OA estimulados con IL-1 y NaSH (a.2, b.2, y c.2). Todas las 
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Estos resultados se complementaron realizando inmunocitoquímicas para MMP3 
(Fig. 37) y MMP13 (Fig. 38) en los condrocitos estimulados. En ambos casos se pudo 
ver una reducción en la presencia de la proteína en las células, demostrando que las 
concentraciones más elevadas de los compuestos de sulfuro son efectivas para reducir la 
































Fig. 37: Efecto de las diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 sobre  la proteína 
MMP3. 
Las imágenes están tomadas en zonas representativas de los pocillos de la chamber-slide a 20 
aumentos. Los porcentajes están calculados con n=3 imágenes y son el promedio de positividad 
por cada 100 celulas. Podemos observar como los compuestos de sulfuro disminuyen 
considerablemente la positividad de MMP3 producida por la IL-1 (b), siendo más efectivos a 




a) Basal  b) IL-1  c) IL-1 + NaSH 50 M d) IL-1 + NaSH 100 M 
e) IL-1 + NaSH 200 M  f) IL-1 + NaSH 500 M  g) IL-1 + NaSH 1000 M  h) IL-1 + GYY4137 50 M 
i) IL-1 + GYY4137 100 M  j) IL-1 + GYY4137 200 M  k) IL-1 + GYY4137 500 M  l) IL-1 + GYY4137 1000 M  
3,31 ± 0,8 53,1 ± 9,6 29,5 ± 8,9 30,9 ± 2,1 
30,8 ± 7,8 22,3 ± 9,1 21,9 ± 1,2 35,7 ± 4,3 
35,96 ± 9,5 31,80 ± 8,8 25,3 ± 2,0 22,4 ± 1,1 










Fig. 38: Efecto de las diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 sobre la proteína 
MMP13.  
Las imágenes están tomadas en zonas representativas de los pocillos de las chamber-slides a 20 
aumentos. Los porcentajes están calculados con n=3 imágenes y son el promedio de positividad 
por cada 100 células. Podemos observar como los compuestos de sulfuro disminuyen la 
positividad de MMP13 producida por la IL-1 (b), alcanzando su mayor efectividad con 







a) Basal  b) IL-1  c) IL-1 + NaSH 50 M d) IL-1 + NaSH 100 M 
e) IL-1 + NaSH 200 M  f) IL-1 + NaSH 500 M  g) IL-1 + NaSH 1000 M  h) IL-1 + GYY4137 50 M 
i) IL-1 + GYY4137 100 M  j) IL-1 + GYY4137 200 M  k) IL-1 + GYY4137 500 M  l) IL-1 + GYY4137 1000 M  
0,3 ± 0,06 7,7 ± 2,3 1,7 ± 0,9 1,1 ± 0,02 
2,5 ± 1,8 0,5 ± 0,02 0,5 ± 0,06 5,1 ± 1,6 
1,6 ± 1,2 0,6 ± 0,05 2,8 ± 1,1 1,5 ± 0,8 
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A mayores, dado que los efectos sobre la MMP13 fueron los más pronunciados en la 
expresión génica y es la colagenasa más importante en el cartílago se realizó también 
una cuantificación de sus niveles en los sobrenadantes celulares con un ELISA 
específico (Fig. 39) (n=3). Con estos ensayos se observó una disminución dosis-
dependiente con un patrón muy similar al de la expresión génica (Fig. 35) sobre todo en 
el caso de GYY4137 (Fig. 36).  
 
 
Fig. 39: Niveles de MMP13 en condrocitos OA co-estimulados con IL-1β y NaSH o 
GYY4137.  
Se puede observar como la co-estimulación de NaSH y GYY4137 con la IL-1 reduce la 
producción de MMP13. *p< 0,05 respecto a la condición estimulada únicamente con IL-1.. 
Además, también se analizaron ambas MMPs en los discos de cartílago que estuvieron 
21 días en cultivo (Tabla 2, cuantificación de GAGs en tejido). En el caso de la MMP3 
se puede observar en la Fig. 40 que la condición basal presenta una positividad muy 
baja y la IL-1β indujo la síntesis de esta MMP por parte de los condrocitos, ya que 
aparece una fuerte positividad en el interior de los mismos. La adición de NaSH (Fig. 40 
b y c) y GYY4137 (Fig. 40 d y e) produce una reducción de esta positividad, aunque 
GYY4137 parece ser más efectivo. En cuanto a MMP13 , la positividad fue mucho más 
intensa tras 21 días en cultivo con IL-1 (Fig. 41b). La estimulación con los compuestos 
de sulfuro disminuyó la síntesis de esta MMP, sin embargo, sólo en 1000 M de ambos 
compuestos vemos que desparece la positividad del tejido en el interior de los 























M de NaSH o GYY4137 + 5 ng/ml IL-1 
* 
* 
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a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 






















Fig. 40: IHQ de MMP3 en la capa superficial de discos de cartílago co-estimulados con 
IL-1β y diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 tras 21 días en cultivo. Los 
























Fig. 41: IHQ de MMP13 en la capa superficial de discos de cartílago co-estimulados con 
IL-1β y diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 tras 21 días en cultivo. Los 
porcentajes están calculados con n=3 imágenes. La escala de la imagen a representa 100 µm. 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
0,5 ± 0,2 
10,4 ± 3,2 
7,6 ± 3,5 4,3 ± 0,1 
0,3 ± 0,1 1,0 ± 0,5 
4,0 ± 1,0 
84,1 ± 8,2 
77,8 ± 5,6 41,4 ± 7,3 
33,2 ± 2,8 12,4 ± 3,4 
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 Efectos sobre la síntesis de agrecano y colágeno II 2.6.2
Como marcadores de producción de matriz en los condrocitos se seleccionaron el 
agrecano y el colágeno tipo II. Se estudió su expresión génica en células OA 
estimuladas con IL-1β y los compuestos de sulfuro, tal como se definió en la Tabla 2. 
En el caso del agrecano (ACAN), se puede observar en la Fig. 42 que la IL-1β indujo 
una reducción de su expresión y que algunas concentraciones de NaSH (Fig. 42a) y 
GYY4137 (Fig. 42b) contrarrestaron parcialmente este descenso. En el caso del COLII 
(Fig. 43), el efecto de la IL-1β fue similar y únicamente las concentraciones 
intermedias, sobre todo de NaSH, resultaron en una recuperación de su expresión. 
 
Fig. 42: Expresión génica de ACAN en los donantes individuales de condrocitos OA co-
estimulados con IL-1 y NaSH (a) o GYY4137 (b). Todas las condiciones están normalizadas 












































































































Fig. 43: Expresión génica de COLII en los donantes individuales de condrocitos OA co- 
estimulados con IL-1 y NaSH (a) o GYY4137 (b).  
Todas las condiciones están normalizadas al basal al que se le ha adjudicado un valor de 1 
También se analizó la presencia de las proteínas agrecano y colágeno II en los discos de 
cartílago que estuvieron 21 días en cultivo (Tabla 2). Tanto en el caso del col II (Fig. 44 
y Fig. 45), como del agg (Fig. 46 y Fig. 47) se observó que la IL-1β indujo una 
reducción en la matriz del cartílago, sin embargo esta reducción no se produce, e 
inclusive los condrocitos sintetizan mayores cantidades en presencia de ambos 
compuestos de sulfuro. También es destacable que la administración de la IL-1 parece 
no sólo degradar el col II y el agg en la matriz, si no también inhibir su producción en 
las células, como se deduce de la falta de coloración intracelular. La administración 
conjunta de NaSH o GYY4137 con IL-1β también mejora este aspecto, puesto que las 



























































































Fig. 44: IHQ de col II en la capa superficial de discos de cartílago OA co-estimulados con 
IL-1β y diferentes concentraciones de NaSH o GYY4137 tras 21 días en cultivo. Los 
porcentajes están calculados con n=3 imágenes. La escala de la imagen a representa 100 µm. 
Podemos observar como los compuestos de sulfuro protegen frente a la perdida de col II 























Fig. 45: IHQ de col II en la capa profunda de discos de cartílago co-estimulados con IL-1β 
y diferentes concentraciones de NaSH o GYY4137 tras 21 días en cultivo.  
Las imágenes están tomadas en zonas representativas del tejido a 40x. Podemos observar como 
la IL-1 inhibe la síntesis de la proteína por parte de los condrocitos (b). Los compuestos de 
sulfuro protegen frente a esta inhibición, ya que en el resto de condiciones (c-f) se puede 
observar que la presencia intracelular de col II se mantiene. 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
39,6 ± 7,8 49,3 ± 6,2 54,4 ± 9,1 
31,9 ± 3,4 56,3 ± 5,7 4,9 ± 1,1 






















Fig. 46: IHQ de agg en la capa superficial de discos de cartílago co-estimulados con IL-1β 
y diferentes concentraciones de NaSH y GYY4137 tras 21 días en cultivo.  Los porcentajes 
están calculados con n=3 imágenes. La escala de la imagen a representa 100 µm. Podemos 
observar como los compuestos de sulfuro protegen frente a la perdida de agg inducida por la IL-























Fig. 47: IHQ de agg en la capa profunda de discos de cartílago co-estimulados con IL-1β y 
diferentes concentraciones de NaSH o GYY4137 tras 21 días en cultivo.  
Las imágenes están tomadas en zonas representativas del tejido a 40x. Podemos observar como 
la IL-1 inhibe la síntesis de la proteína por parte de los condrocitos (b). Los compuestos de 
sulfuro protegen frente a esta inhibición, ya que en el resto de condiciones (c-f) se puede 
observar que la presencia intracelular de agg se mantiene. 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137  
    29,7 ± 2,2 
18,5 ± 6,7 
25,6 ± 3,8 36,1 ± 2,0 
24,1 ± 5,6 30,9 ± 3,2 
a) Basal c) IL-1 + 200M NaSH d) IL-1 + 1000M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200M GYY4137  f) IL-1 + 1000M GYY4137 
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 Efectos sobre la pérdida de GAGs en cartílago estimulado con IL-1β 2.6.3
En estos experimentos se cultivaron discos de cartílago OA o normal in vitro y se 
estimularon con IL-1β y NaSH o GYY4137 (200 y 1000 μM). Los explantes se 
mantuvieron hasta 21 días en cultivo y los sobrenadantes se recogieron a los 3, 7, 10, 14 
y 21 días para cuantificar la liberación de GAGs. También se cuantificaron los GAGs 
retenidos en el tejido al finalizar el experimento. Para la cuantificación se utilizó un kit 
comercial cuyo protocolo se describió en Material y Métodos. El objetivo era 
comprobar si la co-estimulación con los compuestos de sulfuro podría proteger al 
cartílago de la pérdida de GAGs inducida por la citoquina.  
Al analizar los resultados obtenidos (Fig. 48 y Fig. 49) pudimos ver que: 
- En condiciones basales, las cantidades de GAGs que permanecen en el tejido 
normal (Fig. 49 basal) y en el tejido OA (Fig. 48 basal) tras 21 días son muy 
similares con aproximadamente, 80% - 85% de GAGs remanentes en el tejido y 
un 15% - 20% que se pierden al sobrenadante, aunque la retención en cartílago 
N es un poco mejor. 
- La exposición durante 21 días a la IL-1 supone, para el tejido OA un relevante 
descenso de la cantidad de GAGs en el cartílago y un aumento de la pérdida 
hacia el sobrenadante. De hecho la cantidad de GAGs perdida al sobrenadante 
es, en porcentaje, superior a la que permanece en el tejido. Además el efecto es 
mucho más pronunciado en el tejido OA que en el normal. 
- La co-estimulación con los compuestos liberadores de sulfuro, supone una 
mejoría en todos los casos, aumentando la cantidad de GAGs retenida en el 
tejido y protegiendo o inhibiendo su pérdida hacía el sobrenadante.  
- Para el tejido normal (Fig. 49), parece que las dosis más efectivas son 1000 M 
de NaSH y 200 M de GYY4137, mientras que en cartílago OA la dosis más 






























Fig. 48: Porcentaje de GAGs retenidos en el cartílago OA y liberados al sobrenadante tras 
21 días de co-estimulación con IL-1β y NaSH o GYY4137 in vitro.  















Fig. 49: Porcentaje de GAGs retenidos en el cartílago sano y liberados al sobrenadante 
tras 21 días de co-estimulación con IL-1β y NaSH o GYY4137 in vitro.  
En marrón y azul se representa el porcentaje en tejido y en gris el sobrenadante. 
5 ng/ml IL-1 
M NaSH M GYY4137 
5 ng/ml IL-1 
M NaSH M GYY4137 
79,9 
45,5 
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 Efectos sobre el estado de la matriz extracelular del cartílago estimulado IL-1β 2.6.4
Análisis histoquímico e inmunohistoquímico 
Al finalizar los experimentos de liberación de GAGs, una mitad de un explante de cada 
condición se incluyó en parafina. Estos bloques se utilizaron para estudiar diversos 
componentes de la MEC usando tinciones histoquímicas e inmunohistoquímicas. Los 
resultados se describen a continuación. En las figuras se presentan imágenes 
representativas de los discos de cartílago estimulados con IL-1β y las distintas 
concentraciones de los compuestos de sulfuro, así como los porcentajes de positividad 
(media ± desviación estándar) obtenidos al cuantificar las tinciones (dos imágenes de 
cada donante n=2, es decir, cuatro imágenes en total). Todas las cuantificaciones 
obtenidas en este apartado, además de las de los GAGs en el apartado anterior se 
encuentran resumidas en la Tabla 14 para el tejido OA y en la Tabla 15 para el tejido 
normal. 
Safranina O 
En la tinción para GAGs en tejido OA observamos que los discos estimulados con IL-1 
sufrieron una pérdida de GAGs pronunciada, aunque con diferencias entre los diferentes 
donantes (n=2). También es llamativo que en la condición basal se observó que la 
región interterritorial, que rodea a los condrocitos, es más positiva que el resto de la 
matriz (Fig. 50a), mientras que en los discos estimulados con IL-1 esta positividad se 












Fig. 50: Tinción de S-O en cartílago OA tras 21 días en cultivo en DMEM 10%.  
a) Basal, b) estimulado con 5 ng/ml de IL-1. 
En las Fig. 51 y Fig. 52  se incluyen imágenes representativas de la tinción de S-O de 
los discos de cartílago OA estimulados con IL-1β y las distintas concentraciones de los 
compuestos de sulfuro. Se observó que las dosis de GYY4137 utilizadas protegieron al 
a b 
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tejido de la pérdida de GAGs ocasionada por la estimulación con IL-1β, mientras que en 






















Fig. 51: Tinción de S-O de cartílago OA tras 21 días en las diferentes condiciones 















Fig. 52: Tinción de S-O centrada en las células del cartílago OA tras 21 días en las 
diferentes condiciones experimentales. La escala representada es de 100m.  
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
93,0 ± 3,3 
14,0 ± 2,3 
0,6 ± 0,2 79,9 ± 16,2 
83,8 ± 5,7 89,8 ± 10,2 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
  Sulfuro de hidrógeno exógeno 
113 
En el caso del tejido sano (Fig. 53), también observamos una pérdida de GAGs en la 
condición con IL-1 (Fig. 53b) aunque mucho menos pronunciada, y todas las dosis de 
los compuestos de sulfuro excepto 1000 M de GYY4137 (Fig. 53f) parecen evitar esta 

























Fig. 53: Tinción de S-O en cartílago N tras 21 días en las diferentes condiciones 
experimentales. La escala representada es de 100 m. 
Azul de toluidina 
En la tinción para componentes metacromáticos, entre los que se encuentra 
principalmente el ácido hialurónico, no se observaron grandes diferencias a nivel de la 
capa superficial y, tanto el efecto de la IL-1β como el de los compuestos de sulfuro eran 
más evidentes a nivel de la capa profunda del cartílago. En el tejido OA (Fig. 54) la 
condición con IL-1 (Fig. 54b) presenta una pérdida de tinción bastante pronunciada, 
que es similar en las muestras de los diferentes donantes (n=2). Este proceso mejora con 
ambos compuestos de H2S (NaSH Fig. 54 c y d y GYY4137 Fig. 54 e y f ) aunque 
parece que la concentración de 200 M ya es totalmente efectiva para ambos. En esta 
tinción, la región interterritorial prácticamente pierde su positividad en la condición con 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
95,8 ± 5,7 
86,2 ± 6,6 
91,6 ± 1,3 95,3 ± 2,2 
90,8 ± 6,0 82,4 ± 1,8 
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IL-1 y vemos como además los condrocitos dejan de ser positivos, mientras que con 
NaSH y GYY4137, y ya a 200 M estas dos regiones son muy positivas.  
En el caso del tejido sano, observamos que entre la condición basal (Fig. 55a) y la de 
IL-1 (Fig. 55b) la pérdida es muy similar al tejido OA y de la misma manera la 
recuperación que producen los compuestos de H2S ya es efectiva a 200 M (Fig. 55 c y 


























Fig. 54: Tinción de azul de toluidina en cartílago OA tras 21 días en las diferentes 
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 m. 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
98,9 ± 0,3 
65,7 ± 5,0 
98,5 ± 1,3 98,8 ± 2,0 
99,0 ± 3,4 98,3 ± 3,3 
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Fig. 55: Tinción de azul de toluidina en cartílago N tras 21 días en las diferentes 
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 m. 
Azul alcian–PAS 
La tinción de azul alcián–PAS, es, quizá, uno de los resultados más curiosos que 
encontramos entre las diferentes tinciones, y es que, en todas las muestras de cartílago 
OA (Fig. 56) observamos un aumento muy llamativo de la tinción de PAS en la 
condición con sólo IL-1 (Fig. 56 b), concretamente en la zona profunda del cartílago y 
con la región interterritorial muy marcada para esta tinción. Esto nos hace suponer que 
existe un aumento en la producción de hidratos de carbono, algo que no observamos en 
las muestras de tejido sano, que después comentaremos. Las cuantificaciones de estas 
imágenes están en la Tabla 12. Por otro lado, observamos una ligera pérdida de la 
tinción de azul alcián en esta misma condición, aunque posiblemente además quede 
camuflada por la saturación del PAS. 
En las condiciones co-estimuladas con IL-1 y NaSH (Fig. 56 c y d) o GYY4137 
(Fig. 56 e y f) observamos que la expresión de carbohidratos con la tinción de PAS 
vuelve prácticamente al estado basal, perdiéndose el marcaje en la región interterritorial 
que se observó en la condición estimulada solo con IL-1. En este caso, no vemos una 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
99,8 ± 3,5 
68,6 ± 1,2 
95,7 ± 0,1 99,3 ± 0,1 
99,8 ± 0,1 69,0 ± 5,8 
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diferencia clara entre las diferentes dosis o entre NaSH y GYY4137. En cuanto a la 
tinción de azul alcián, no parece recuperarse la situación basal con ninguna de las 

























Fig. 56: Tinción de azul alcián - PAS en cartílago OA tras 21 días en las diferentes 
condiciones experimentales. La escala representada es de 200 m. 
 
 
Tabla 12: Porcentajes de positividad de las tinciones AA y PAS de tejido OA tras 21 días 




Basal 80,1 ± 13,2 7,8 ± 4,2 
IL-1 
0 55,6 ± 18,5 38,0 ± 8,7 
NaSH 200 M 54,6 ± 8,0 7,4 ± 8,8 
NaSH 1000 M 70,6 ± 11,8 10,8 ± 4,1 
GYY4137 200 M 67,4 ± 18,3 7,9 ± 2,0 
GYY4137 1000 M 66,7 ± 10,1 8,7± 2,9 
 
Cuando analizamos el cartílago sano (Fig. 57 y Tabla 13), sin embargo, es cuando 
comparativamente encontramos el dato más interesante, y es que para estas muestras 
estimuladas con IL-1 la tinción con PAS no indica un aumento de la presencia de 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
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carbohidratos (Fig. 57b), si no que produce de forma similar una pérdida tanto de 
mucopolisacáridos ácidos como neutros. 
Con los tratamientos con NaSH (Fig. 57 c y d) y GYY4137 (Fig. 57 e y f) se observa 
una recuperación con ambas tinciones, aunque la de azul alcián es mucho más llamativa 
que la de PAS. Además, de nuevo, la concentración de 1000 M de GYY4137 parece 
























Fig. 57: Tinción de azul alcián-PAS en cartílago N tras 21 días en las diferentes 
condiciones experimentales. La escala representada es de 200 m. 
 
 
Tabla 13: Porcentajes de positividad de las tinciones AA y PAS en tejido N tras 21 días de 




Basal 95,9 ± 4,7 1,2 ± 0,2 
IL-1 
 
0 68,2 ± 8,6 1,8 ± 0,1 
NaSH 200 M 94,6 ± 2,2 1,3 ± 0,1 
NaSH 1000 M 93,0 ± 6,0 1,0 ± 0,6 
GYY4137 200 M 94,2 ± 4,7 1,6 ± 0,4 
GYY4137 1000 M 70,5 ± 11,1 1,0± 0,1 
  
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
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Tricrómico de Masson 
Con la tinción tricrómico de Masson se observaron muy pocas diferencias entre las 
distintas condiciones ensayadas (Fig. 58 y Fig. 59). Esta tinción refleja el contenido de 
colágenos en las muestras. En general, el cartílago OA tras 21 días de estimulación con 
IL-1 (Fig. 58 b) es sólo ligeramente menos positivo que la condición sin estimular, y la 
adición de las diferentes concentraciones de NaSH (Fig. 58 c y d) y GYY4137 (Fig. 58 
e y f) parece evitar esa ligera pérdida.  
En cuanto a las muestras de cartílago sano (Fig. 59), los resultados fueron muy similares 
a los del tejido OA. Ninguna de las muestras analizadas mostró diferencias claras entre 
las diferentes condiciones. Lo único reseñable fue que una de las muestras de cartílago 
sano presentaba una región interterritorial positiva en su condición basal, positividad 


























Fig. 58: Tinción de tricrómico de Masson en cartílago OA tras 21 días en las diferentes 




a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
91,0 ± 3,8 
79,8 ± 7,4 
90,1 ± 2,1 90,0 ± 0,2 
90,5 ± 5,8 92,4 ± 3,0 

















Fig. 59: Tinción de tricrómico de Masson en una muestra de cartílago N tras 21 días en las 
diferentes condiciones experimentales. La escala representada es de 100 m. 
  
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
96,0 ± 3,9 
95,7 ± 1,4 
97,1 ± 2,7 94,7 ± 2,2 
96,8 ± 5,1 93,4 ± 2,0 
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Queratán – sulfato 
En la inmunohistoquímica para queratán-sulfato (KS) en tejido OA (Fig. 60) observamos 
que la condición con IL-1 indica una pérdida de este GAG en todas las muestras (Fig. 
60 b). Para todos los casos, la co-estimulación de la IL-1 con NaSH (Fig. 60 c y d) 
supone una mejoría relevante y lo mismo ocurre con GYY4137 (Fig. 60 e y f), y, para 
ambos compuestos parece que la mejor concentración es la más elevada. Algo que llama 
la atención también es, de nuevo, la marcación en la región interterritorial, que se pierde 
de forma evidente en la condición de la IL-1 pero se recupera con la co-estimulación 
con NaSH y GYY4137. Además, en la Fig. 60 también vemos como el KS está más 
presente en las zonas de reparación de los discos que se ven principalmente en NaSH 


























Fig. 60: Inmunohistoquímica de KS en cartílago OA tras 21 días en las diferentes 





a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
86,9 ± 21,3 
8,0 ± 5,0 
82,1 ± 22,9 84,2 ± 9,1 
69,4 ± 8,8 87,2 ± 16,2 
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En el caso del tejido sano (Fig. 61), observamos una ligera pérdida de KS en la 
condición con IL-1 (Fig. 61b), que se revierte con NaSH a 200 M (Fig. 61c) y con las 
dos concentraciones de GYY4137 (Fig. 61 d y e). Como vemos, a diferencia del resto 
de tinciones, en este caso NaSH 1000 M (Fig. 61d) no es eficaz para evitar la pérdida 

























Fig. 61: Inmunohistoquímica de KS en cartílago N tras 21 días en las diferentes 
condiciones experimentales. La escala representada es de 200 m. 
  
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
95,9 ± 1,7 
83,8 ± 3,5 
95,8 ± 0,9 80,5 ± 22,4 
89,3 ± 1,9 94,9 ± 1,0 
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Condroitín sulfato. 
En la inmunohistoquímica para CH-S en tejido OA (Fig. 62) observamos que la 
condición con IL-1 presenta una pérdida de esta proteína bastante importante 
(Fig. 62b).  
Las diferentes concentraciones de H2S (NaSH Fig. 62 c y d y GYY4137 Fig. 62 e y f) 
parecen aumentar los niveles de CH-S de la matriz. Además, para ambos compuestos 

























Fig. 62: Inmunohistoquímica de CH-S en cartílago OA tras 21 días en las diferentes 
condiciones experimentales. La escala representada es de 100 m. 
 
 
En el caso del tejido sano (Fig. 63), observamos que la tendencia es la misma que en el 
resto de tinciones, salvando al KS. Una leve pérdida de tinción en la condición con IL-
1 (Fig. 63b), una recuperación dosis dependiente con el NaSH (Fig. 63 c y d) y con la 
concentración de 200 M de GYY4137 (Fig. 63e). De la misma manera que en el resto 
de las tinciones en cartílago normal (salvo, como mencionamos, el KS) la concentración 
de 1000 M de GYY4137 no parece contrarrestar el efecto de la IL-1 (Fig. 63f). 
a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
94,7 ± 0,1 
13,6 ± 6,8 
86,9 ± 5,4 92,2 ± 1,1 
87,9 ± 7,1 95,2 ± 1,1 
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Fig. 63: Inmunohistoquímica de CH-S en cartílago N tras 21 días en las diferentes 






a) Basal c) IL-1 + 200 M NaSH d) IL-1 + 1000 M NaSH 
b) IL-1 e) IL-1 + 200 M GYY4137 f) IL-1 + 1000 M GYY4137 
25,7 ± 8,9 
10,2 ± 6,0 
12,8 ± 2,8 26,9 ± 8,6 
30,9 ± 10,0 0,5 ± 6,0 
Resultados   
 
 




0 M 200 μM NaSH 1000 μM NaSH 200 μM GYY4137 1000 μM GYY4137 
GAGs tejido 79,9 ± 9,46 45,5 ± 1,9 70,9 ± 5,1 69,3 ± 6,1 61,4 ± 4,0 74,8 ± 11,6 
GAGs sobrenadantes 20,1 ± 9,5 54,5 ± 1,9 29,1 ± 5,1 30,7 ± 6,1 38,6 ± 4,0 34,6 ± 11,6 
Safranina-O 93,0 ± 3,3 14,0 ± 2,3 0,6 ± 0,2 79,9 ± 16,2 83,8 ± 5,7 89,8 ± 10,2 
Azul de toluidina 98,9 ± 0,3 65,7 ± 5,0 98,5 ± 1,3 98,8 ± 2,0 99,0 ± 3,4 98,3 ± 3,3 
Azul alcián 
PAS 
80,1 ± 13,2 
 
7,8 ± 4,2 
55,6 ± 18,5 
 
38,0 ± 8,7 
54,6 ± 8,0 
 
7,4 ± 8,8 
70,6 ± 11,8 
 
10,8 ± 4,1 
67,4 ± 18,3 
 
7,9 ± 2,0 
66,7 ± 10,1 
 
8,7 ± 2,9 
Tricrómico de Masson 91,0 ± 3,8 79,8 ± 7,4 90,1 ±2,1 90,0 ± 0,2 90,5 ±5,8 92,4 ± 3,0 
MMP3 0,5 ± 0,2 10,4 ± 3,2 7,6 ± 3,6 4,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1 1,0 ± 0,5 
MMP13 4,0 ± 1,0 84,2 ± 8,2 77,8 ± 5,8 41,4 ± 7,3 33,2 ± 2,9 12,5 ± 3,5 
Colágeno II 39,6 ± 7,9 4,9 ± 1,0 49,3 ± 6,2 54,4 ± 9,1 31,9 ± 3,4 56,3 ± 5,8 
Agrecano 29,7 ± 2,2 18,5 ± 6,7 25,6 ± 3,8 36,1 ± 2,0 24,1 ± 5,6 30,9 ± 3,2 
Queratán sulfato 86,9 ± 21,3 8,0 ± 5,0 82,1 ± 22,9 84,2 ± 9,1 69,4 ± 8,8 87,2 ± 16,2 
Condroitín sulfato 94,7 ± 0,1 13,6 ± 6,8 86,9 ± 5,4 92,2 ± 1,1 87,9 ± 7,1 95,2 ± 1,1 
  Sulfuro de hidrógeno exógeno 
125 
 
Tabla 15: Resumen de los porcentajes de liberación de GAGs y de positividad de las tinciones histoquímicas o inmunohistoquímicas en tejido N. 
 Basal 
IL-1β 
0 M 200 μM NaSH 1000 μM NaSH 200 μM GYY4137 1000 μM GYY4137 
GAGs tejido 83,9 ± 6,4 61,9 ± 17,9 65,5 ± 19,7 76,9 ± 3,4 76,6 ± 16,4 71,9 ± 18,9 
GAGs sobrenadantes 16,1 ± 6,4 38,1 ± 17,9 30,5 ± 19,7 23,1 ± 3,4 23,4 ± 16,4 28,1 ± 18,9 
Safranina-O 95,8 ± 5,7 86,2 ± 6,6 91,6 ± 1,3 95,3 ± 2,2 90,8 ± 6,0 82,4 ± 1,8 
Azul de toluidina 99,8 ± 3,5 68,6 ± 1,2 95,7 ± 0,1 99,3 ± 0,1 99,8 ± 0,1 69,0 ± 5,8 
Azul alcián 
PAS 
95,9 ± 4,7 
 
1,2 ± 0,2 
68,2 ± 8,6 
 
1,8 ± 0,1 
94,6 ± 2,2 
 
1,3 ± 0,1 
93,0 ± 6,0 
 
1,0 ± 0,6 
94,2 ± 4,7 
 
1,6 ± 0,4 
70,5 ± 11,1 
 
1,0± 0,1 
Tricrómico de Masson 96,0 ± 3,9 95,7 ± 1,4 97,1 ± 2,7 94,6 ± 2,2 96,8 ± 5,1 93,4 ± 2,0 
Queratán - sulfato 95,9 ± 1,7 83,8 ± 3,5 95,8 ± 0,9 80,5 ± 22,4 89,3 ± 1,9 94,9 ± 1,0 
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En esta tesis se ha querido hacer una aproximación al papel que juega el H2S en el 
proceso de la OA, evaluándolo desde dos puntos de vista. Por un lado, como posible 
agente causante que contribuye al desarrollo del proceso artrósico y por otro, como 
potencial agente terapéutico. 
1. SÍNTESIS Y CONCENTRACIÓN DEL H2S ENDÓGENO EN LA OA 
Aunque los tiempos en los cuales el H2S se consideraba únicamente un gas tóxico no 
quedan tan lejos, actualmente es un hecho bien asentado en la comunidad científica que 
este gas es también un compuesto endógeno con numerosas funciones fisiológicas. 
Como molécula de señalización, puede modular la transmisión neuronal, actuar como 
relajante de la musculatura lisa, regular la liberación de insulina y está implicado en la 
inflamación (61). Sus dianas moleculares incluyen proteínas, enzimas, factores de 
transcripción y canales iónicos de membrana (112). Esto ha hecho que el H2S sea 
aceptado, junto con el NO y el CO, como la tercera molécula gasotransmisora endógena 
(55). De hecho, estas tres moléculas comparten muchas similitudes, además de haberse 
considerado únicamente tóxicos antes de descubrirse su existencia en el organismo; los 
tres ejercen efectos vasodilatadores, afectan al metabolismo celular a través de, como 
mínimo, la citocromo C oxidasa, ejercen efectos anti-inflamatorios endógenos a bajas 
concentraciones y resultan tóxicos cuando se superan estos valores fisiológicos (59). 
En esta tesis, se ha querido comprobar si el sulfuro de hidrógeno podría jugar también 
un papel en el proceso artrósico, de la misma manera que anteriormente se descubrió 
que sucedía con el NO (40,113). Para ello nos planteamos caracterizar su biosíntesis en 
los tejidos de la articulación y cuantificar su concentración en el suero de pacientes con 
OA, comparando estas medidas con las de controles sin artrosis. 
Existe cierta controversia en la literatura respecto a los diferentes métodos para medir la 
concentración de H2S en muestras biológicas. La mayor parte de los estudios que han 
evaluado los niveles de H2S en plasma o suero han utilizado un método 
espectrofotométrico basado en el azul de metileno. Este ensayo implica la “fijación” o 
“atrapamiento” del sulfuro acuoso en las muestras biológicas con acetato de zinc para 
prevenir pérdidas innecesarias de H2S. Con una acidificación posterior, el H2S se libera 
y, en presencia de N,N-dimethyl-p-phenylenediamine (DMPD) y de pequeñas cantidades 
de óxido férrico, se produce el colorante heterocíclico azul de metileno que se puede 
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detectar fácilmente con un espectrofotómetro estándar a 670 nm. Es posible que este 





, que co-existen a pH fisiológico y no de H2S per se. Sin embargo, los estudios 
que han utilizado este método han sido útiles para generar una cantidad considerable de 
datos de partida y destacan la importancia emergente del H2S y sus especies asociadas. 
Utilizando este método, la mayoría de los laboratorios han publicado niveles de H2S en 
plasma de 121 μM de media (65,114), sin embargo es prudente mencionar que algunos 
laboratorios han publicado resultados marcadamente diferentes utilizando las mismas 
técnicas analíticas. Por ejemplo, dos estudios en ratas han sugerido que la concentración 
de H2S en plasma estaba por debajo del límite de detección del ensayo del azul de 
metileno (115) o no detectaron liberación de H2S a partir de homogeneizados de tejido 
suplementados con L-cisteína (116). Estos estudios no contradicen necesariamente a la 
mayoría, sino que sugieren que H2S está secuestrado o transportado en el plasma o en 
los tejidos, en lugar de liberarse como H2S libre. Adicionalmente existen otros métodos 
de medición de sulfuro de hidrógeno en sangre y muestras biológicas, como la 
cromatografía de gases, el sensor amperométrico y la cromatografía líquida de alta 
eficacia (HPLC) (65,117,118) que es posible que hagan una estimación más exacta de 
las concentraciones de H2S endógeno, pero son bastante más laboriosos y necesitan 
equipos costosos. De hecho, un estudio publicado recientemente (118) valora las 
diferentes formas de análisis del H2S exponiendo que en la mayoría de los estudios 
publicados las concentraciones están sobreestimadas. Esto es debido, según dicen, a que 
estos propios métodos alteran las concentraciones de H2S al requerir soluciones para 
acidificar o alcalinizar el pH, o bien son poco sensibles a bajas concentraciones. De 
hecho, resulta intrigante que las soluciones de H2S que se preparan en el laboratorio con 
sales tales como Na2S o NaSH, en concentraciones similares a las que se han publicado 
para plasma o suero, son característicamente olorosas, mientras que la sangre, el plasma 
o el suero, que contienen H2S en esas concentraciones no huelen. Esto es otra evidencia 
que sugiere que los métodos utilizados habitualmente podrían medir una forma de H2S 
unido o secuestrado, en lugar de H2S libre.  
Nuestro método de elección fue un microelectrodo iónico específico (ISE) debido a su 
fácil manejo, su coste asequible y la capacidad de medir en tiempo real. No descartamos 
que los valores absolutos que hemos obtenido en cartílago y suero puedan estar 
ligeramente sobreestimados, ya que el tampón antioxidante utilizado podría aumentar 
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las mediciones al liberar compuestos de sulfuro unidos a proteínas. En nuestro caso, 
hemos realizado una comparación entre los valores en tejido y suero de pacientes 
artrósicos y las mediciones en pacientes sanos, con el mismo método, con lo que lo más 
relevante son las diferencias observadas entre los dos grupos.  
Nuestras mediciones en los sueros dieron como resultado unos niveles de H2S (mediana 
[cuartil 25-cuartil 75]) de 45,02 [20,9, 79.3] μM  en los pacientes con OA frente a 68,9 
[16,4, 95,1] μM en los pacientes N. Aunque la diferencia no es significativa (p=0,68). 
Estos resultados difieren ligeramente de los encontrados por Whiteman et al. en plasma 
de pacientes OA y normales, quienes encontraron niveles sensiblemente más bajos (36,2 
[17,1-66,3] μM frente a 37,6 [27,4-41,3] μM, respectivamente, aunque tampoco 
observaron ninguna diferencia entre ambos grupos. Sin embargo, sus estudios difieren 
notablemente en la metodología ya que por una parte utilizaron plasma en vez de suero, 
congelaron la sangre previamente a su centrifugación, y analizaron el H2S mediante 
espectrofotometría. Aunque nuestros grupos OA y sano no están pareados por edad, ya 
que las medias de edad son bastante diferentes, el análisis de varianza univariante 
descartó que tanto la edad como el sexo tuvieran influencias significativas en los 
resultados obtenidos.  
Whiteman et al. sí encontraron diferencias significativas en la estimación de H2S en 
líquido sinovial entre pacientes OA (25,1 [18,8-34,8] M) y pacientes RA (62,41 [46,6-
95,5] M). Por motivos obvios no se pudieron comparar estos valores con los de 
controles sanos (86). Nuestros resultados sí mostraron diferencias significativas en la 
biosíntesis de H2S en cartílago articular, con valores de 0,42 ± 0,09 μmoles/g para los 
controles sanos frente a 0,10 ± 0,04 μmoles/mg para los cartílagos OA. Teniendo en 
cuenta nuestros resultados en cartílago y los publicados en líquido sinovial, y el hecho 
de que estas diferencias no se ven claramente reflejadas en las concentraciones de H2S 
en sangre periférica, parece lógico pensar que son el resultado de alteraciones en la 
producción de H2S local, en los tejidos articulares, y posiblemente alteraciones en la 
expresión o la actividad de las enzimas de síntesis CBS, CSE o MPST dentro de la 
articulación. 
En nuestros estudios, al analizar la expresión génica de las enzimas de producción de 
H2S en cartílago, membrana sinovial y hueso subcondral observamos que no hay 
diferencias significativas en las dos enzimas citoplasmáticas, CTH y CBS, aunque 
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parece haber una tendencia en cartílago OA a que CBS esté disminuida. La única 
publicación que, hasta la fecha, ha estudiado estas enzimas en la articulación utilizó 
células tipo condrocito (células madre diferenciadas a un fenotipo condrocítico) y 
condrocitos primarios (87). En ella demostraron la expresión de ambas enzimas en estas 
células y la inducción de la expresión de CTH al estimular las células con IL-1β, 
TNF-α, IL-6 o LPS. La expresión de CTH también se ha visto inducida en el hígado, 
riñones y pulmón por LPS (77). Esto parece indicar que al igual que el NO, el H2S 
podría tener una enzima fisiológica y otra inducible. Sin embargo, no se hace ningún 
análisis de MPST. 
Teniendo esto en cuenta y a la vista de nuestros resultados, se observa que, aunque las 
diferencias no son significativas, existe una tendencia, similar en los tres tejidos 
analizados a que la enzima fisiológica, CBS, se encuentre ligeramente disminuida en las 
muestras OA y principalmente en el cartílago. Este resultado podría sugerir que la 
expresión de la enzima responsable de la síntesis de H2S en tejido sano estaría 
parcialmente inhibida con el desarrollo de la OA, pudiendo contribuir así al desarrollo 
del proceso degenerativo, sin embargo harían falta más estudios en esta dirección. En 
cuanto a la CTH no encontramos diferencias en ninguno de los casos. 
Sí encontramos diferencias significativas en la expresión de MPST, que es la única 
responsable de producir H2S en la mitocondria (119), lo que concuerda con la teoría 
emergente de que la disfunción mitocondrial es un factor contribuyente a la OA (120-
125). Diversos estudios in vitro han demostrado que en condrocitos OA los complejos II 
y III de la cadena respiratoria mitocondrial (CRM) tienen una menor actividad que en 
los condrocitos normales (120) y que la disfunción mitocondrial podría potenciar la 
inflamación inducida por citoquinas en sinoviocitos y condrocitos articulares (123,126). 
No es posible saber por el momento si la disfunción mitocondrial podría ser la causa de 
esta disminución en la expresión de MPST y, consecuentemente, de la bajada en los 
niveles de H2S en cartílago o si, por el contrario es la consecuencia. 
En resumen, al estudiar la producción endógena de H2S comparando sujetos con OA y 
sujetos normales encontramos que, efectivamente, en la OA la producción de H2S en 
cartílago está disminuida, lo que parece ser una consecuencia, como mínimo, de la 
reducción de la expresión de la enzima MPST en el cartílago afectado por esta 
patología. 
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De hecho, son numerosos los ejemplos de otras patologías en las que se ha visto que la 
biosíntesis de H2S está reducida. Por ejemplo, en modelos de animales con fallo renal 
crónico (127), hipertensión (128), diabetes (130) y enfermedades neurodegenerativas 
(Alzheimer (131) y Parkinson (132)) se han encontrado concentraciones y/o la 
biosíntesis de H2S reducidas en el suero/plasma de los animales o en los tejidos 
implicados. Y lo que es más relevante, muchos de estos resultados se corresponden con 
los obtenidos en estudios en humanos. En niños hipertensos, los niveles de H2S en 
plasma (51,9 ± 6,0 μM; edad 10,48 ± 3,2 años) fueron inferiores a los del grupo control 
(65,7 ± 5,5 μM; edad 10,5 ± 0,73 años) (133). En pacientes con diabetes tipo II, los 
niveles de H2S eran significativamente menores comparados con controles pareados de 
edad e índice de masa corporal, tanto en controles delgados como con sobrepeso, y los 
niveles de H2S en el plasma de los controles con sobrepeso eran significativamente 
inferiores a los de controles delgados, correlacionándose con la adiposidad (134). En 
personas con Alzheimer, los niveles de H2S en plasma se correlacionaban con un 
deterioro de la función cognitiva (135). También se ha encontrado una relación 
significativa entre los niveles de H2S en suero y el estadío de la enfermedad pulmonar 
obstructiva crónica (136). 
Por otro lado, también hay algunos casos, generalmente de modelos de inflamación 
aguda, en los que los niveles y/o la biosíntesis de H2S se encuentra aumentada. Por 
ejemplo, en modelos de sepsis, los niveles de H2S en el plasma de los ratones tratados 
con LPS estaban marcadamente aumentados (77) y en ratas, LPS indujo un aumento 
significativo de la expresión y la actividad de CTH y CBS (108). También, al utilizar 
ceruleina para provocar pancreatitis en ratones, se indujo la síntesis de H2S en el 
páncreas (137). En estos casos, el uso del inhibidor farmacológico PAG mejoró los 
síntomas y/o redujo las concentraciones de H2S. Incluso en pacientes humanos con 
sepsis también se encontraron concentraciones de H2S hasta 4 veces superiores a las de 
los sujetos sanos (77). Sin embargo, recientemente se ha propuesto la teoría de que en 
estos casos, el H2S tiene un papel anti-inflamatorio y es el intento de las células de 
detener o contrarrestar la respuesta inflamatoria (53,86). Esta teoría está por confirmar.  
Dado que nuestros resultados sugieren que la biosíntesis del H2S endógeno está 
disminuida, nos planteamos entonces, siguiendo el esquema publicado por Rivers (76) 
(Fig. 64), si podría haber una ventana terapéutica para el H2S, es decir, si podríamos 
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encontrar dosis de H2S exógenas que tuvieran efectos positivos sobre las células 
procedentes de tejido OA. 
 
Fig. 64: Diagrama de flujo sobre los posibles efectos citoprotectores y/o anti-inflamatorios 
de la suplementación de H2S en diferentes situaciones patológicas. 
Tomada de la referencia y modificada de la referencia (76). Las flechas en azul resaltan nuestra 
hipótesis. 
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2. H2S EXÓGENO COMO AGENTE TERAPÉUTICO EN LA OA 
Esta segunda parte, por lo tanto, se centró en el estudio de los efectos de la 
suplementación con H2S exógeno. Para ello, se realizaron estudios in vitro utilizando 
condrocitos (o cartílago) de articulaciones OA estimulados con una citoquina 
pro-inflamatoria, la IL-1, para simular el proceso inflamatorio crónico y reproducir lo 
que sucede en los condrocitos (o tejido) OA in vivo. La IL-1 es el prototipo de 
citoquina pro-inflamatoria en la articulación OA, responsable de activar la síntesis de 
eicosanoides y catalizar la producción de las prostaglandinas, aumentar los niveles de 
NO, potenciar la degradación del cartílago e inclusive inducir la apoptosis celular  
(20,28,29,138-141). Con este modelo, como era de esperar, la estimulación con 5 ng/ml 
de esta citoquina indujo en las células un aumento de los marcadores de estrés 
oxidativo, inflamación y catabolismo que se estudiaron, tales como NO, iNOS, O2
-
, 
IL-6, PGE2 y sus enzimas de síntesis COX-2 y PTGES, y las metaloproteasas MMP1, 3 
y 13. 
Para administrar el H2S exógeno se seleccionaron dos compuestos, NaSH y el 
GYY4137, que liberan H2S al entrar en contacto con un fluido acuoso. El NaSH es un 
compuesto que produce una liberación de H2S rápida y puntual (142,143). Se ha 
utilizado en numerosos diseños experimentales para valorar los efectos del H2S en 
diversas patologías (53). El GYY4137 es un compuesto relativamente nuevo, cuyas 
primeras referencias aparecen en 2008 (142). Tiene una farmacocinética totalmente 
diferente a la del NaSH, ya que el H2S se libera de forma lenta y prolongada, de forma 
más similar a la síntesis endógena de H2S a partir de sus enzimas de producción (143). 
Al estudiar la bibliografía sobre la utilización de estos compuestos en diferentes 
modelos de órganos y patologías se comprobó que no existe un consenso en cuanto a la 
dosis apropiada para que estos compuestos no sólo dejen de ser tóxicos, si no que 
resulten beneficiosos para el organismo (53). Es decir, no existe de momento una 
ventana terapéutica conocida. Por ejemplo, se han propuesto ventanas terapéuticas entre 
25-200 M en cardiomiocitos isquémicos (144), o entre 50-100 M y 50-500 M en 
macrófagos, en función del compuesto que se utilice (143). Sin embargo, se comprobó 
que el NaSH resultaba citotóxico para células endoteliales cerebrales a partir de 250 M 
(145), mientras que en astrocitos no sólo no era citotóxico, sino que presentaba efectos 
citoprotectores incluso a una concentración de 1000 M (68). También en células madre 
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mesenquimales (87) se encontraron indicios de toxicidad con NaSH a concentraciones 
iguales o superiores a 25 M, en comparación con el GYY4137, que ni siquiera a la 
concentración más alta, 250 M, produjo daño. En una línea de fibroblastos pulmonares 
sanos se observó que dosis de 10 a 75 M de NaSH resultaban citotóxicas (146). En 
resumen, se deduce que el que se produzcan efectos citotóxicos o no depende del tipo 
celular estudiado y del compuesto y la dosis administrados (142,147-149), aunque en 
general, la mayoría de los estudios eligen como dosis citoprotectoras aquellas por 
debajo de 500 M, siendo 1000 M un límite relativo entre los efectos citoprotectores y 
citotóxicos.  
En nuestros estudios elegimos un rango de 50 a 1000 M y comprobamos que, para 
ambos compuestos de H2S, utilizados a estas concentraciones no produjeron muerte 
celular ni toxicidad en los condrocitos.  
2.1. Efectos del H2S sobre el estrés oxidativo 
En los múltiples estudios realizados hasta el momento parece que los efectos del H2S se 
producen mediante uno o varios de los siguientes mecanismos de acción, 1) la 
interacción con los sistemas redox del organismo, 2) la modulación de la actividad de 
los KATPc, 3) la alteración de la expresión génica mediante la modulación de factores 
de transcripción y 4) la inhibición de la p38-MAPK (mitogen activated protein kinase). 
Entre estos mecanismos de acción del H2S, el más directo sea probablemente su función 
como compuesto reductor y secuestrador de especies reactivas de nitrógeno (reactive 
nitrogen species, RNS) y ROS. De hecho, el H2S reacciona con al menos cinco especies 
reactivas diferentes, el NO (150), el O2
-
 (151), el peróxido de hidrógeno (H2O2) (152), el 
peroxinitrito (ONOO
-
) (153) e hipocloritos (154), lo que supone la protección de 
proteínas y lípidos del daño inducido por estas moléculas (153,154). 
Especies Reactivas de Nitrógeno 
El NO es un radical gaseoso que interviene tanto en el proceso inflamatorio como en el 
catabólico de la OA. Actualmente está aumentado la evidencia de que los tres 
“gasotransmisores” NO, CO y H2S interaccionan entre sí, afectando a su 
biodisponibilidad y reactividad, aunque la naturaleza exacta de esta interacción aún no 
está muy clara (114).  
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Nuestros resultados muestran una reducción dosis dependiente tanto del NO como de 
iNOS, y tanto con NaSH como con GYY4137. En el otro estudio del que tenemos 
conocimiento realizado con H2S y condrocitos (88) también se muestra una inhibición 
de su síntesis y de su enzima inducible de producción. A mayores, en un estudio similar 
con macrófagos, aunque concuerdan en cuanto a los resultados del GYY4137, 
encuentran un efecto bifásico para el NaSH que nosotros no encontramos. Tras una 
reducción a concentraciones bajas, los niveles de NO vuelven a aumentar a 
concentraciones mayores de 200 M (143). Otro trabajo con macrófagos también 
encontró que el H2S es capaz de inhibir la producción de NO y la expresión de iNOS in 
vitro (74), y también en un modelo de inflamación pulmonar el H2S actúa inactivando 
iNOS (83). A su vez, también se ha visto que el NO reduce la síntesis de H2S in vivo 
(155) y que el NO inhibe la actividad de la CBS, uniéndose al grupo hemo de esta 
enzima (156). Esto podría explicar por qué esta enzima está ligeramente reducida en 
cartílago OA contribuyendo a que los niveles de H2S en cartílago OA están disminuidos. 
Sin embargo, también se ha observado que la interacción entre el NO y el H2S se 
corresponde con un incremento en su producción debido a un aumento de sus enzimas 
de síntesis (71,81,157). Todos estos estudios demuestran que el NO y el H2S parecen 
interactuar a varios niveles, por un lado pueden reaccionar directamente, cada uno de 
ellos afecta a la producción del otro y, además, alteran la expresión de sus respectivas 
enzimas de síntesis. Por otro lado también podrían actuar a otros niveles sobre sus 
respectivos metabolitos (156,158-160).  
Además, algunos autores también señalan que al actuar directamente sobre las especies 
reactivas de oxígeno (ver más adelante), el H2S disminuye el NO de forma indirecta 
(59,150,153). En nuestro caso, la reducción de este gas está acompañada por la 
inhibición del gen iNOS y por una reducción también a nivel de proteína. Por lo tanto, 
aunque no descartamos una contribución a través de las reacciones redox que se puedan 
estar produciendo, nuestro modelo in vitro sugiere que el H2S regula los niveles de NO 
de forma directa mediante la inhibición de la expresión génica y proteica de su enzima 
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Especies Reactivas de Oxígeno 
Las ROS se producen en la CRM. Se estima que esta producción sólo representa un 
pequeño porcentaje del oxígeno que se consume en la CRM. Es más, la mitocondria está 
equipada con enzimas antioxidantes que eliminan las ROS. Sin embargo, en situaciones 
de estrés celular, se produce una acumulación de ROS.  
El efecto citoprotector del H2S ha sido atribuido, en parte, a su efecto antioxidante 
(66,67,161). Gracias a esto, parece ser muy beneficioso en patologías con un alto 
contenido en ROS como ocurre en la lesión cardiaca isquémica. En los estudios en 
modelos animales adjudican al H2S el poder de retrasar la cadena transportadora de 
electrones en la mitocondria, aumentar la expresión de genes que regulan el equilibrio 
redox y en consecuencia reducir la acumulación de productos de la oxidación de los 
lípidos de la que es responsable el HO2
-
 (152). En esta misma publicación también 
observan que el NaSH reduce los niveles del H2O2 y del O2
-
 de manera dosis 
dependiente en los cardiomiocitos. De hecho, algunos estudios sugieren que el anión 
superóxido es, dentro de las ROS, la diana más habitual del H2S. En nuestros resultados 
observamos que el GYY4137 inhibe su producción de manera dosis-dependiente, 
siendo el efecto significativo a las dosis más altas; mientras que con el NaSH, no 
encontramos los mismos resultados. Esto concuerda con varios estudios en los que 
también encuentran, tanto de forma directa como indirecta, una reducción en los niveles 
de ROS, y algunos también con NaSH (Tabla 16). Por ejemplo, en plaquetas (162) 
encuentran que a mayor dosis de NaSH mayor es la inhibición del O2
.
. 
Tabla 16: Estudios en los que NaSH exhibieron efectos antioxidantes. 
Ref NaSH Efectos 
 (144) 0 - 200M 
H2S activó SOD para disminuir los niveles de ROS en 
cardiomiocitos de rata in vitro en un proceso de 
isquemia/reperfusión. 
 (149) 100M H2S protegió a una línea celular de osteoblastos frente al 
daño oxidativo inducido por H2O2. 
 (68) 0 – 100 m H2S revertió el daño oxidativo inducido por H2O2 en 
astrocitos corticales de rata. 
 (145) 0 – 500 M 
H2S protegió a una línea de células endoteliales 
cerebrales de daño oxidativo inducido por 
hiperhomocisteinemia. 
 (162) 0,01 M – 10 mM H2S inhibió la producción del anión superóxido en 
plaquetas de una manera dosis dependiente. 
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Sin embargo, en otro estudio publicado sobre la toxicidad del H2S realizado en 
hepatocitos los resultados son totalmente opuestos (163). Debido a su efecto inhibidor 
de la citocromo C oxidasa en la CRM, los autores asumen que la adición de H2S actuará 
inhibiendo la formación de ROS, sin embargo, lo que encuentran es un aumento dosis-
dependiente de ROS medido con 2’,7’diacetato de diclorofluoresceína (DCFH-DA).  
Esto se debe a que la oxidación del H2S no es solamente una forma de ejercer su acción, 
si no que también es una de sus vías metabólicas. Esta oxidación del H2S ocurre en la 
mitocondria y conecta su metabolismo con la CRM y por tanto, con la formación de 
ATP y ROS (164). La producción de ROS se ve incrementada cuando se acumulan 
especies reducidas de los complejos I y III, lo que sucede cuando se inhibe la citocromo 
C oxidasa, por ejemplo, con concentraciones elevadas de H2S. Para evitar la 
acumulación de H2S dentro de las células y por tanto, su toxicidad, la vía de oxidación 
se activa a muy bajas concentraciones (10-20 nM), y se lleva a cabo mediante las 
enzimas sulfuro quinona oxidorreductasa, persulfuro dioxigenasa, rodanasa (Rhd) y 
sulfito oxidasa (Fig. 65) (164) cuyos productos de oxidación son persulfuros, sulfitos, 
tiosulfatos y sulfatos de los cuales el 90% se excretan por la orina (165). Sin embargo, 
en muchas ocasiones, esto no es suficiente y determinadas concentraciones de H2S 
provocan el efecto indeseado de aumentar los niveles de ROS. Este mecanismo podría 
explicar por qué en nuestros estudios GYY4137 puede reducir ROS, mientras que 

















Fig. 65: Esquema de la oxidación del H2S en la mitocondria. SQR: sulfuro quinona 
oxidorreductasa, Rhd: rodanasa. ETHE1: persulfuro dioxigenasa 
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2.2. El sulfuro de hidrógeno y su efecto en el proceso inflamatorio 
En general, el efecto del H2S en el proceso inflamatorio es controvertido. La 
administración exógena de H2S demostró ser pro-inflamatoria en varios casos (ver 
Tabla 17). Por ejemplo, la inyección de NaSH en un modelo de ratón de inflamación y 
edema periférico resultó en un aumento de la PGE2 (79). También se observó un 
aumento de TNF- y daño pulmonar al inyectar 14 M/kg i.p (166) en otro modelo de 
septicemia en ratones y, en un modelo de pancreatitis aguda en el mismo animal la 
inhibición del H2S supuso una mejoría del proceso inflamatorio (78). 
Tabla 17: Estudios en los que NaSH o GYY4137 exhibieron efectos pro-inflamatorios. 
Modificado de la tabla de Whiteman et al (53). 
Ref Compuestos Efectos 
 (167)s NaSH (0,1 – 1 mM) H2S indujo la expresión de citoquinas pro-inflamatorias 
(168) 
NaSH (10 nm/ml) 
PAG (50 mg/kg) 
La administración previa de PAG inhibió el daño y el 
edema en las patas producido por la formalina. NaSH 
agravó la repuesta producida por la formalina  
(169) 
NaSH (10 - 90 M/kg) 
 
Efecto pro-inflamatorio promoviendo la migración de 
neutrófilos y antiinflamatorio bloqueando los canales de 
ATP dependientes de potasio . 
(78) 
NaSH (100 μM) 
PAG (50 mg/kg) 
Efecto pro-inflamatorio del NaSH mediado por 
citoquinas. Efecto protector del PAG  
(77) 
PAG (50 mg/kg) 
NaSH (14 μmol/kg) 
H2S es pro-inflamatorios mediando en la inflamación 
inducida por LPS- PAG redujo la inflamación y el daño 
tisular  
 
En contraste con esto, también hay muchos ejemplos en los que el H2S resultó 
anti-inflamatorio. Por ejemplo, el H2S parece ejercer efectos anti-inflamatorios cuando 
hablamos de inflamación gastrointestinal. Se ha observado que el NaSH actúa 
reduciendo la infiltración leucocitaria y disminuyendo la expresión de TNF-, aunque 
sin alteraciones significantes en la PGE2 (170). Pero este efecto no solamente se ha visto 
a nivel gastrointestinal. Otros ejemplos se discutirán junto con nuestros resultados.  
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En nuestros experimentos, en cuanto a los marcadores de la inflamación estudiados, 
observamos que, igual que con el estrés oxidativo, ambos compuestos de H2S tienen un 
efecto beneficioso en condrocitos OA en el rango de 50 a 1000 M.  
Comenzando con la citoquina pro-inflamatoria IL-6, observamos que la IL-1β estimuló 
su producción en los condrocitos y la co-estimulación con los compuestos de sulfuro 
resultó en una reducción tanto de su expresión génica como de los niveles producidos 
por las células. Por un lado, en el caso del GYY4137 la reducción de los niveles de IL-6 
fue dosis-dependiente, pero con un ligero efecto techo a las dos dosis superiores, 500 y 
1000 M. En el caso del NaSH, el efecto sobre los niveles de IL-6 no fue tan claramente 
dosis-dependiente, aunque en cualquier caso la mayor inhibición la encontramos con 
1000 M. Acompañando estos resultados, la expresión génica también se vio inhibida 
para la IL-6 de forma progresiva y dosis dependiente sin que pareciese, en principio, 
alcanzar un efecto techo como con los niveles de proteína. El NaSH y el GYY4137 se 
utilizaron recientemente también en un modelo de macrófagos tratados con LPS en el 
cual se observó una disminución de los mediadores proinflamatorios IL-1, IL-6 y 
TNF- junto con un aumento de la citoquina anti-inflamatoria IL-10 (143). La dosis 
máxima utilizada en este estudio fue de 500 M, por lo que no es posible saber si, en el 
caso del GYY4137, también se hubiera presentado un efecto techo como el encontrado 
en nuestros estudios. En contraste, el NaSH mostró un efecto bifásico a concentraciones 
superiores a 200 M, con las que se observó un aumento de esos mismos marcadores. 
En general, la bibliografía consultada también encuentra un descenso en la IL-6 con la 
adición de H2S, cualquiera que sea el compuesto utilizado, tanto in vivo como in vitro. 
Sin embargo, en la mayoría de los estudios utilizan una dosis única o bien encuentran 
que el efecto beneficioso se da a dosis M bajas (171-177). Dos estudios han mostrado 
recientemente que el NaSH puede bloquear la expresión de IL-6 de manera transitoria, 
uno en sinoviocitos (177) y otro en la línea celular de condrocitos C-28/I2 (175). La IL-
6 puede ejercer efectos tanto pro-inflamatorios como anti-inflamatorios (dado que por si 
misma puede inducir la producción del inhibidor tisular de metaloproteasas) pero la 
inducción de IL-6 por IL-1β es necesaria para la inhibición de la síntesis de 
proteoglicanos provocada por la IL-1β en cartílago articular humano (178). Además la 
IL-6 es sinérgicamente responsable del aumento de MMPs inducido por IL-1 (179) y la 
IL-6 o su receptor son dianas terapéuticas en la OA (180). Por lo tanto, los compuestos 
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de H2S tal como se utilizaron en nuestro modelo pueden reducir la inflamación al 
regular la expresión génica de IL-6, resultando en menores concentraciones libres de la 
citoquina en las células. 
Por otra parte, nuestros estudios sobre la ruta de la PGE2 revelaron que el H2S es un 
potente inhibidor de su síntesis desde las dosis más bajas. La PGE2 se ve fuertemente 
incrementada por la administración de IL-1 y, en el caso del GYY4137 todas las dosis 
son capaces de inhibir este aumento alcanzando un efecto techo con la concentración de 
100 M. El caso del NaSH sigue exactamente el mismo patrón, con una excepción, y es 
que 1000 M parece ser la dosis donde empieza a ser menos efectiva, aunque, en 
cualquier caso, los niveles son inferiores a los inducidos por la IL-1β. También se vio 
una reducción en producción de PGE2 en el estudio de macrófagos tratados con LPS 
(181), y también se dio en un estudio realizado con GYY4137 en sinoviocitos y 
condrocitos estimulados con LPS (88), donde además estaba acompañada de una 
disminución de COX-2, al igual que sucede en nuestros estudios. Concretamente 
nosotros observamos una reducción dosis-dependiente de COX-2 con ambos 
compuestos de sulfuro. COX-2 es la isoforma inducible de la ciclooxigenasa, activada 
por factores patológicos y la terapia actual para la OA utiliza fármacos inhibidores de 
esta enzima. Muchos de estos fármacos, sin embargo, presentan la desventaja de 
bloquear también la enzima fisiológica COX-1 (76), lo que no ocurre con el NaSH ni 
con el GYY4137, los cuales no sólo no inhiben esta enzima si no que parecen capaces 
de revertir parcialmente el efecto lesivo de la IL-1 sobre su expresión. Adicionalmente, 
nuestros resultados muestran una reducción en la expresión génica de PTGES al co-
estimular los condrocitos con los compuestos de H2S. PTGES es considerada una 
enzima clave en la regulación de la PGE2 en condrocitos OA estimulados por citoquinas 
proinflamatorias (182). Este estudio sugiere que la PG sintasa terminal que actúa 
después de COX-2 es importante para decidir qué PG se sintetiza y que la inducción de 
PTGES podría ser necesaria para que los condrocitos sinteticen una cantidad substancial 
de PGE2 en respuesta a estímulos pro-inflamatorios. Por lo tanto, los compuestos de 
H2S pueden regular las dos enzimas más importantes implicadas en la producción de 
PGE2 en condrocitos OA activados. 
En resumen, a pesar de que son múltiples los estudios sobre el H2S en el proceso 
inflamatorio en diferentes patologías, tejidos y células, nuestros resultados sugieren que 
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concentraciones por debajo de 1000 M tienen un efecto anti-inflamatorio en 
condrocitos OA siendo capaces de inhibir la síntesis de IL-6 y de actuar sobre la cascada 
inflamatoria del ácido araquidónico inhibiendo la síntesis final de la PGE2. 
2.3. Visualización de la translocación de NFB p65 por inmunofluorescencia 
Como se mencionó anteriormente, el H2S parece ejercer sus efectos a través de varios 
mecanismos de acción. Uno de estos mecanismos es la modulación o la activación de 
factores de transcripción. La ruta NFκB es uno de los candidatos más obvios para esta 
interacción. NFκB es un factor de transcripción de acción rápida, es decir, se encuentra 
en la célula en un estado inactivado y frente a un estímulo no necesita que se sintetice 
ninguna proteína nueva para provocar su activación. Por lo tanto, NFκB pertenece a la 
primera línea de acción frente a los estímulos perjudiciales para la célula. NFκB está 
directamente implicado en la activación de la cascada inflamatoria (183), la 
translocación de NFκB al núcleo celular activa la transcripción de genes tales como IL-
6, COX-2 o iNOS, todos ellos, como hemos visto, implicados en la degradación del 
cartílago OA. Nuestros resultados al investigar la posible interacción de H2S con la ruta 
NFκB se observó que los compuestos de sulfuro redujeron parcialmente la translocación 
de la subunidad p65 al núcleo celular tras su activación con IL-1β. Otros autores han 
encontrado resultados similares. Por ejemplo, GYY4137 también produjo una reducción 
de la activación de NFκB en sinoviocitos y condrocitos estimulados con LPS (88) pero 
también encontraron que GYY4137 no era eficaz para reducir la fosforilación o la 
degradación de IκBα inducida por citoquinas. Además, otros compuestos que también 
pueden liberar H2S, como por ejemplo el sulfuro de dialilo (diallyl sulfide, DAS) 
La inhibición de la unión de NFκB al ADN por GY4137 se ha observado en neutrófilos 
de rata aislados y en un modelo murino in vivo de shock endotóxico (184). También 
varios autores han encontrado una relación entre los efectos del H2S y la ruta NFκB en 
macrófagos RAW264.7. Por ejemplo, GYY4137 inhibió la producción, inducida por 
LPS, de los marcadores pro-inflamatorios IL-1β, IL-6, TNFα, NO y PGE2 a través de 
rutas dependientes de NFκB/ATF-2/HSP-27 (ATF, activating transcription factor/ factor 
de transcripción activador; HSP, heat-shock protein/ proteína de choque térmico)  (154) 
y en la referencia (74) se encontraron resultados similares.  
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Por lo tanto, aunque los resultados obtenidos son preliminares y haría falta completarlos 
con otros estudios, es probable que la interacción entre el H2S y la ruta NFκB esté 
implicada en los efectos anti-inflamatorios observados en nuestro modelo in vitro. 
2.4.  El sulfuro de hidrógenoy su efecto en el desequilibrio anabólico-catabólico 
en la artrosis. 
En el estudio del cartílago está bastante aceptada la teoría de que el fenotipo de los 
condrocitos puede cambiar según las condiciones fisiológicas o de estrés a las que estén 
sometidos (17). Esta teoría propone una serie de fenotipos:  
a. El fenotipo condroblástico, que expresa la forma fetal colágenos tipo II y III  
b. El fenotipo anabólico, que es capaz de sintetizar y regenerar la MEC 
sintetizando colágeno tipo II y proteoglicanos. 
c. El fenotipo catabólico, en el cual la expresión de enzimas proteolíticas está 
aumentada como respuesta a factores pro-inflamatorios como el TNF, la IL-1 
o el NO (185,186). 
d. El fenotipo hipertrófico, en el cual se expresa colágeno tipo X y que evoluciona 
hacia la apoptosis celular, concluyendo en la desestabilización del cartílago.  
e. El fenotipo desdiferenciado, en el cual expresan colágeno tipo I como forma de 
reparación y cicatrización del tejido dañado. 
En condiciones normales, en los condrocitos articulares hay un equilibrio entre los 
fenotipos anabólico y catabólico, para conseguir el correcto mantenimiento del cartílago 
hialino. También hay evidencias de que el fenotipo individual de cada condrocito 
depende de la capa en la que se encuentre y de que existe una relación interdependiente 
entre la MEC y los condrocitos. Esto supone que los condrocitos necesitan de la MEC 
para ser “normales” y que la MEC no puede mantenerse si se pierden los condrocitos. 
Sin embargo, con el desarrollo de la OA, se produce una derivación hacia un predominio 
del fenotipo catabólico que puede terminar en presencia de hipertrofia y del fenotipo 
desdiferenciado, en un intento de reparar las lesiones en el tejido OA (187) (Fig. 66).  
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Fig. 66: Desarrollo patológico de la OA. Cambios en la MEC y en el número y tipo de 
condrocitos (17). 
 
La patogénesis de la OA está causada, al menos en parte, por un desequilibrio entre la 
síntesis y la degradación en la matriz del cartílago. Las proteasas son las principales 
responsables de la degradación del cartílago y se ha demostrado que la predisposición 
catabólica comienza con un incremento de las agrecanasas seguido de un aumento en 
las MMPs (188,189). En general, hay un consenso que apunta que, mientras que la 
degradación del agrecano en la MEC es un proceso reversible, tras la inducción de las 
MMPs entramos en una fase irreversible en la que se produce la degradación del col II  
(190), y el único procedimiento de tratamiento sería aquel capaz de invertir el fenotipo 
catabólico del condrocito. 
En nuestro estudio observamos una reducción dosis dependiente de la expresión génica 
de las MMPs, con ambos compuestos de sulfuro. Esto se correspondió también con una 
reducción en los niveles de proteína, evidenciado tanto en los resultados de las ICQ de 
las MMPs como, en el caso de la MMP13, del ELISA. Estos resultados se confirmaron 
también con los obtenidos en el estudio in vitro con cartílago. En él, las IHQ para 
MMP13 y MMP3 también mostraron un incremento importante con la estimulación con 
IL-1β y una reducción con la co-estimulación con los compuestos de sulfuro, sobre todo 
con la dosis mayor de GYY4137. Ésta consiguió preservar la matriz en un estado muy 
similar al basal. Y es más, para la MMP3, con 200 μM GYY4137 fue suficiente. 
La colagenasa 3 (MMP13) es la enzima más relevante en cuanto a la degradación de 
colágeno tipo II se refiere. Está regulada por el estrés en general – y la inflamación en 
particular – y por señales de la inducción a la diferenciación. Una revisión publicada 
recientemente (141) ha señalado a la MMP13 como el gen clave en el que convergen 
algunos factores de las vías de señalización (quinasas c-Jun N-teminal (JNK) o p38 
MAPK) y factores de transcripción (NFkB, factores inducidos por hipoxia, o el factor de 
transcripción 2 relacionado con runt (Runx2)) que participan en las diferentes etapas de 
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la OA. La mayoría de estos factores de regulación intervienen, directa o indirectamente, 
en la transcripción y activación de la MMP13. No hay, que tengamos conocimiento, 
ningún otro estudio que relacione el efecto del NaSH o el GYY4137 con la actividad de 
la MMP13 en condrocitos OA humanos. Sin embargo, sí que hay varios estudios que 
observan un efecto parecido en condrocitos utilizando el DAS, un compuesto 
organosulfurado extraído del ajo (191-193). Por otro lado, un estudio sobre la 
remodelación del colágeno en la arteria pulmonar de ratas (194) y otro centrado en la 
remodelación cardiaca en el mismo modelo animal (195) también encontraron una 
estrecha relación entre el H2S y la MMP13. Por añadidura, en nuestros estudios también 
encontramos que este descenso de la MMP13 se puede relacionar con un aumento en la 
síntesis de colágeno tipo II y agrecano, comprobando que las mismas concentraciones 
que disminuyen la MMP13 son las que hacen que estos aumenten en el tejido (IHQs). 
Además, en los estudios en células en los que se analizó la expresión de estos dos genes 
anabólicos, ACAN y COLII, también se observó una tendencia a mejorar la expresión 
génica de estas proteínas lo que podría ser un intento de revertir el fenotipo claramente 
catabólico de los condrocitos hacía un fenotipo más anabólico. 
En cuanto a la MMP3 está descrito que el NaSH (20 min, 1mM) es responsable de 
aumentar su expresión génica en sinoviocitos pero no así en condrocitos derivados de 
articulaciones con RA (196). La MMP3, o estromelisina-1, es una enzima proteolítica 
que desempeña un papel importante como mediadora de la respuesta inflamatoria en la 
articulación. Degrada por sí misma las fibras de colágenos tipo III, IV, IX y X y 
participa en la activación de diferentes pro-MMP. Por otro lado, la MMP1 (colagenasa 
1) también es capaz de degradar el colágeno II, sin embargo, su actividad catalítica es 
cinco veces inferior a la de la MMP13. En nuestro estudio pudimos comprobar que 
solamente las dosis más altas de los compuestos de H2S fueron capaces de ejercer un 
efecto modesto en la inhibición de su expresión génica. También en el estudio realizado 
con DAS en condrocitos de conejo se encontraron resultados similares (191).  
Por otro lado, también está descrito que el radical peroxinitrito es un activador de las 
MMPs y que el H2S actúa eliminándolo (153). El OONO
-
 se da en situaciones in vivo 
por una combinación entre el radical O2
-
 y el NO, ambos aumentados en la OA (197-
200). Como hemos visto en nuestros resultados, el H2S es capaz de reducir el exceso de 
NO y el GYY4137 reduce también de forma significativa la síntesis del O2
-
, por lo que 
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además de ser un inhibidor directo de la MMP13, lo es también de forma indirecta de 
las MMPs en general. 
De los experimentos realizados para cuantificar la pérdida de GAGs en los discos de 
cartílago se observó que para el tejido OA, y de manera menos pronunciada para el 
tejido N, la estimulación con IL-1β provocó un aumento de la concentración de GAGs 
en los sobrenadantes al cabo de 21 días. Se sabe que otro de los efectos de la IL-1β es la 
estimulación de la liberación de ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with 
thrombospondin motifs) 4 y 5 (201), a su vez responsables de la segmentación de 
proteoglicanos tales como el agrecano o el versicano (202). Por lo que en nuestros 
discos además de la sobreproducción de MMPs que se observó en las IHQs, 
seguramente también hay un aumento de estas agrecanasas (ADAMTS4 y 5) que 
también contribuye al aumento de GAGs en los sobrenadantes. En las condiciones 
tratadas con H2S vemos una menor pérdida de GAGs, por lo que estos compuestos 
parecen ser eficaces previniendo la degradación de la MEC y su liberación al 
sobrenadante. Por esto, aunque no tenemos evidencias directas, los resultados sugieren 
que los compuestos de sulfuro son capaces también de inhibir la liberación de las 
agrecanasas, o de proteger frente a sus efectos, resultando en la protección de los GAGs 
en el cartílago. Ambos compuestos parecen ser eficaces para esto.  
Estos efectos también se observaron y se cuantificaron en las distintas tinciones de los 
componentes de la MEC realizadas en el tejido a los 21 días. Por ejemplo, las tinciones 
de S-O, junto con las IHQ de KS y CH-S por un lado, y la tinción de A-T por el otro, 
corroboran que los compuestos de sulfuro son eficaces para prevenir la pérdida de 
GAGs sulfatados y no sulfatados, respectivamente. También en la IHQ de agrecano se 
observó como los compuestos de sulfuro preservan su presencia, frente a la depleción 
ocasionada por la IL-1β. Estos efectos se observaron tanto en tejido OA como en tejido 
N, aunque las consecuencias de la estimulación con IL-1β fueron mucho más 
pronunciadas en el primer caso y por lo tanto los efectos beneficiosos del H2S más 
apreciables y relevantes. Nos encontramos con una excepción, en el tejido OA en la 
tinción de S-O se observó que la co-estimulación con IL-1β y 200 μM NaSH resultó 
perjudicial. En nuestra opinión, es un dato puntual que se rebate con el resto de 
resultados que apoyan la protección de los GAGs con 200 μM NaSH y que lo 
contradicen.  
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Además de los efectos protectores del H2S frente a la inducción del fenotipo catabólico 
ocasionada por la IL-1β que acabamos de discutir, se observó también que este 
compuesto parecen inducir efectos pro-anabólicos. No hay hasta la fecha ninguna 
publicación de la que tengamos conocimiento que analice el efecto del H2S sobre el 
anabolismo celular en cartílago. Estrictamente hablando, en nuestro estudio no podemos 
diferenciar si el H2S está simplemente protegiendo la matriz de la degradación o bien 
está induciendo la síntesis de los GAGs por parte de los condrocitos. Sin embargo, el 
análisis de las tinciones y las IHQ de estos tejidos, centrado en las células y su región 
interterritorial, parecen sugerir que sucede lo segundo. Tanto al visualizar los GAGs 
mediante la tinción S-O, como los más representativos por separado (ácido hialurónico 
(AT), KS y CH-S), así como las IHQ de col II y agrecano, podemos comprobar que, por 
norma general, en las condiciones con IL-1 se pierde la positividad en el interior de los 
condrocitos y en la región interterritorial. Mientras que cuando el tejido se estimuló 
también con NaSH o GYY4137, principalmente a las dosis más altas, se apreció una 
positividad intracondrocitaria e interterritorial. Estos resultados nos llevan a la 
conclusión de que los compuestos de H2S no sólo protegen al tejido frente a la acción 
catabólica potenciada por la IL-l, si no que estimulan la síntesis de GAGs, agrecano y 
colágeno tipo II en las células.  
Otro dato destacable que nos aportan las tinciones histoquímicas es el aumento de la 
síntesis de hidratos de carbono en el tejido OA al cabo de 21 días de estimulación con 
IL-1, algo que no se observa en el tejido N. Esto podría estar relacionado con un 
cambio de metabolismo de los condrocitos hacia un metabolismo lipídico, lo que se ha 
relacionado con el desarrollo de la OA (203,204). Este aumento de los hidratos de 
carbono desaparece totalmente en presencia de NaSH o GYY4137, por lo que estos 
compuestos podrían ayudar a prevenir este cambio fenotípico.  
Otra cuestión en la que también habría que profundizar es el hecho de que en algunas de 
las tinciones e IHQs en el tejido N, se observó que la concentración de 1000 M de 
GYY4137 no resultó eficaz, e incluso en el caso de la IHQ de CH-S podría haber sido 
perjudicial. Esto se podría deber a que, dado que en el tejido N la concentración basal de 
H2S es más elevada, altas dosis exógenas podrían resultar, en algunos casos, 
perjudiciales. Sin embargo, de ser el caso, esto debería suceder con NaSH también, por 
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lo que de momento no tenemos una explicación clara de porqué ha sucedido esto en el 
tejido N. 
En cuanto al contenido de colágeno, la tinción de tricrómico de Masson ha sido poco 
esclarecedora. En general, nuestros resultados a nivel histoquímico no reseñan apenas 
diferencias en el contenido de colágeno entre la condición basal, la estimulada con 
IL-1 o las condiciones con H2S. Sin embargo, en la IHQ de col II sí que se observó una 
pérdida importante de positividad debido a la IL-1β y una recuperación con ambos 
compuesto de sulfuro. Por lo tanto, en el peor de los casos estos compuestos son 
capaces de prevenir la pérdida de colágeno y preservar la síntesis en las células. En 
general, los estudios que relacionan el colágeno con el H2S son aquellos centrados en la 
fibrosis de los tejidos dañados, ya que el H2S es, aparentemente, un inhibidor de la 
fibrosis. Respecto a este aspecto, los datos publicados hasta la fecha sugieren que el H2S 
previene frente a la deposición de colágeno en los tejidos (205-207). Sin embargo, 
también sugieren que este efecto tiene más que ver con una inhibición general de las 
citoquinas pro-inflamatorias que provocan la fibrosis que con una acción directa sobre 
las fibras de colágeno ya formadas.  
En general, por los datos que aportan nuestros estudios podemos afirmar que, como 
mínimo, el H2S es un buen protector frente a la degradación del cartílago y que además 
parece prevenir el cambio hacia el fenotipo catabólico en los condrocitos, mejorando su 
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1 El H2S está presente tanto en el suero como en el cartílago de todos los donantes, 
tanto sanos como con OA.  
2 Existe una tendencia a que los niveles de H2S en suero de pacientes OA sean 
menores que los de donantes sanos. La concentración media de H2S en el suero de 
pacientes OA es de 56,48 M y en donantes sanos de 72,18 M.  
3 La biosíntesis de H2S en el cartílago OA (0,10 moles/g) está reducida respecto a la 
del cartílago sano (0,42 moles/g).  
4 Las enzimas CBS, CTH y MPST están presentes en cartílago, membrana sinovial y 
hueso subcondral. La enzima MPST está reducida en cartílago OA tanto a nivel de 
ARNm como de proteína, causando la reducción de H2S en la articulación OA. 
5 El H2S exógeno tiene efectos antioxidantes sobre los condrocitos OA. Tanto NaSH 
como GYY4137 inhiben la expresión de iNOS y la síntesis de NO inducidas por IL-
1β. En concentraciones superiores a 100 µM, GYY4137 es capaz de inhibir la 
producción del O2
-
 en condrocitos OA. 
6 La administración exógena de H2S mediante NaSH y GYY4137 ejerce efectos anti-
inflamatorios en condrocitos OA estimulados con IL-1β. El H2S inhibe la 
producción de ARNm y de proteína de IL-6, la síntesis de PGE2 a través de la 
inhibición de la expresión génica de COX-2 y PGTES, no afectando a la expresión 
de COX-1. 
7 Los efectos anti-inflamatorios del H2S exógeno parecen estar mediados por la ruta 
NFB, aunque de momento las evidencias no son concluyentes.  
8 El H2S administrado de forma exógena presenta un efecto anti-catabólico sobre 
condrocitos OA estimulados con IL-1β. Los compuestos de sulfuro son capaces de 
inhibir la expresión génica de MMP13, MMP3 y MMP1 el 75%, 40% y 20% 
respectivamente. La misma reducción se observa en los niveles de proteína de 
MMP13. 
9 En el cartílago OA el H2S exógeno revierte el proceso de degradación de la matriz 
extracelular inducido por la IL-1β. NaSH y GYY4137 favorecen la síntesis de 
GAGS, de colágeno tipo II y de agrecano, siendo más efectivos a las dosis más 
elevadas. 
10 En el cartílago sano el H2S exógeno revierte el proceso de degradación de la MEC 
inducido por la IL-1β. Excepto la concentración más elevada de GYY4137 los 
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